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RESUMO 

Foi desenvolvido e validado um método para a determinação de oito hidrocarbonetos 

policíclicos aromáticos (HPAs) em amêndoas de cacau por cromatografia a gás 

acoplada à espectrometria de massas. A faixa linear do método e a linearidade das 

curvas de calibração preparadas nos solventes e nas matrizes foram determinadas, 

estudando-se os efeitos de matriz. A precisão do método foi avaliada em condições 

de repetibilidade e reprodutibilidade parcial, assim como a robustez. A seletividade e 

a recuperação foram investigadas em ensaios de adição de padrões em amostras 

brancas. Foram determinados os limites de detecção, de quantificação, de decisão e 

a capacidade de detecção do método. Foi produzido um material teste para ensaio de 

proficiência de HPAs em amêndoas de cacau, a partir de amostras fortificadas com 

padrões. Após testes de homogeneidade e estabilidade em curto prazo do item de 

ensaio, foi conduzido um estudo de estabilidade após um mês e quatro meses de 

armazenamento refrigerado. Falta de homogeneidade foi detectada apenas para o 

composto dibenzo(a,h)antraceno. No caso da estabilidade em curto prazo, o lote foi 

considerado estável pelos critérios do teste de t para todos os analitos, porém nenhum 

dos analitos apresentaram estabilidade quando avaliados pelo critério do desvio de 

proficiência. Apenas o composto benzo(a)antraceno foi estável durante o período de 

um mês sob refrigeração. O material preparado de HPAs em amêndoas de cacau 

pode ser utilizado com o propósito de se realizar um ensaio de proficiência, desde que 

transportado e armazenado sob refrigeração. 

 

Palavras-chave: Cacau. Espectrometria de massas. Controle de qualidade. 

Hidrocarbonetos cíclicos aromáticos. Testes de materiais. 
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ABSTRACT 

A method for the determination of eight polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in 

cocoa beans by gas chromatography coupled to mass spectrometry was optimized 

and validated. The linear range of the method and the linearity of the calibration curves 

prepared in the solvents and in the matrices were determined by studying the matrix 

effects. The accuracy of the method was evaluated under conditions of repeatability 

and partial reproducibility, as well as robustness. Selectivity and recovery were 

investigated in standard addition assays on white samples. Limits of detection, 

quantification, decision and method detection were determined. A test material for 

assaying the proficiency of PAHs in cocoa beans was produced from spiked samples. 

After tests of homogeneity and short-term stability of the reference material, a stability 

study was conducted after one month and four months of refrigerated storage. Lack of 

homogeneity was detected only for the compound dibenz[a,h]anthracene. In the case 

of short-term stability, the batch was considered stable by the t-test criteria for all 

analytes, however no analytes showed stability when assessed by the proficiency 

deviation criteria. Only the benzo[a]anthracene compound was stable for one month 

under refrigeration. The PAHs prepared material in cocoa beans could be used for the 

purpose of conducting a proficiency test, since it is transported and storaged under 

refrigeration. 

 

Keywords: Cocoa. Mass spectrometry. Quality control. Cyclic aromatic hydrocarbons. 

Material testing. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O Brasil é um importante país exportador de alimentos, com participação 

crescente no mercado internacional. Em 2008, a participação de suas exportações 

agrícolas no comércio mundial é quase o dobro da verificada no início da década de 

1990, enquanto a participação dos demais produtos tem mostrado certo declínio 

(SILVA; CARVALHO, 2008). Em 2014, o produto interno bruto (PIB) do agronegócio 

brasileiro cresceu 1,60 % em comparação com o desempenho de 2013. Esse 

resultado, embora inferior ao crescimento apresentado pelo setor em 2013, é 

expressivo tendo em vista que a prévia do PIB nacional indicou retração de 0,15% em 

2014 (BOLETIM PIB, 2015). O agronegócio, portanto, é um setor estratégico para a 

economia brasileira que, mesmo em períodos de estagnação econômica, ainda 

demonstra crescimento relevante. 

No ano de 2005, o Brasil configurava como o quinto maior produtor de cacau 

do mundo (FAO, 2014), entretanto, desde a década de 1980 até o início de 2000, a 

produtividade e as exportações brasileiras desse produto vêm mostrando expressivo 

declínio. A crise vivenciada pela cacauicultura brasileira deveu-se a uma gama de 

fatores, cabendo destacar: a redução acentuada dos preços no mercado internacional, 

em virtude do aumento da produção e da exportação por países africanos, 

principalmente a Costa do Marfim, e dos elevados estoques internacionais; a intensa 

devastação causada pela doença “vassoura-de-bruxa” nos cacauais brasileiros; a 

política cambial adotada no Brasil em 1999, resultando na elevação nos preços de 

defensivos agrícolas, reduzindo as ações de combate à “vassoura-de-bruxa”; e a má 

distribuição pluviométrica na principal região produtora (BAHIA, 2006). 

Devido a ações implantadas pela Comissão Executiva do Plano da Lavoura 

Cacaueira (CEPLAC) e pelo governo federal, o Brasil tenta recuperar a sua 

participação no mercado internacional do cacau. Entretanto, para alcançar tal objetivo, 

há necessidade de se garantir a qualidade sanitária desses produtos a serem 

exportados, principalmente no que diz respeito ao nível de resíduos e contaminantes. 

Nos últimos anos, nota-se uma crescente demanda por alimentos mais seguros para 

atender consumidores cada vez mais exigentes. Esse aumento da preocupação dos 

consumidores, particularmente os europeus e norte-americanos, com relação à 
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segurança e à qualidade dos produtos agroalimentares, pode levar a restrições 

comerciais pela imposição de regulamentações sanitárias, que muitas vezes 

representam barreiras não-tarifárias para alimentos (SPERS, 2003).  

Dentre os contaminantes de alimentos, os hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos (HPAs), também denominados hidrocarbonetos aromáticos polinucleares 

(HPNs) ou poliarenos, constituem uma classe de compostos amplamente distribuídos 

no ambiente. A presença dessas substâncias em alimentos deve-se, principalmente, 

à formação durante alguns tipos de processamento como a defumação, a torrefação 

e a secagem direta com madeira ou queima de combustíveis, à poluição do ar e da 

água, à sua presença em solos terrestres e marinhos e, em quantidades menores, do 

material de embalagem contaminado (TFOUNI; VITORINO; TOLEDO, 2007). Assim, 

os HPAs têm sido encontrados nos mais diferentes tipos de alimentos, incluindo óleos 

vegetais, margarinas, maionese, produtos lácteos, frutas, vegetais, produtos 

defumados, chá, café, açúcar, cereais, água, alimentos de origem marinha, alimentos 

grelhados, assados, bebidas alcoólicas, entre outros (AZEREDO et al., 2006; BETTIN; 

FRANCO, 2005; CAMARGO et al., 2006; CAMARGO; TOLEDO, 1998; CAMARGO; 

TOLEDO, 2003; CARUSO; ALABURDA, 2008; GALINARO; FRANCO, 2009; PALMA, 

2008; TFOUNI; VITORINO; TOLEDO, 2007). A manteiga de cacau contém teores 

mais elevados de HPAs do que outros óleos e gorduras vegetais. Esses níveis de 

contaminação elevados que se somam à contaminação ambiental e outras fontes são 

resultantes de práticas inadequadas de secagem das amêndoas e do fato de que a 

manteiga de cacau não pode ser refinada (EU, 2011a). 

A presença desses resíduos representa um perigo potencial para a saúde 

humana, segundo a International Agency for Research on Cancer (IARC). A exposição 

aos HPAs aumenta o risco de câncer em humanos. A carcinogenicidade dos HPAs 

está associada com a complexidade da molécula, isto é, com o número crescente de 

anéis benzênicos, e com a ativação metabólica para reativar intermediários e sua 

subsequente ligação covalente a alvos críticos no DNA humano (BOSTRÖM et al., 

2002).  

Assim, a crescente preocupação com esses efeitos dos HPAs levou vários 

países, dentre eles o Brasil, a implantar um programa de controle destes compostos. 

Para monitorar os níveis desses contaminantes nos alimentos, o primeiro passo na 



21 
 

obtenção de resultados analíticos confiáveis é a validação do método de ensaio 

escolhido (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).  

Um monitoramento efetivo dos níveis de HPAs nos alimentos, com obtenção 

de resultados analíticos confiáveis, passa essencialmente por processos de validação 

dos métodos de ensaio. Incontáveis medições analíticas são efetuadas diariamente 

em milhares de laboratórios ao redor do mundo e uma grande quantidade de dados 

analíticos é gerada. Há, então, a necessidade de produção de dados comparáveis e 

consistentes. Assim, para reconhecimento mútuo de resultados em escala 

internacional, processos de reconhecimento de competência de laboratórios para 

execução de ensaios específicos – acreditação – têm sido estruturados, tendo como 

base os requisitos da NBR ISO/IEC 17025 (2005). Dentre esses requisitos é 

destacada a importância da validação de métodos analíticos e a documentação do 

trabalho de validação, para a obtenção de resultados confiáveis e adequados ao uso 

pretendido (MAGNUSSON;ÖRNEMARK, 2014; THOMPSON; ELLISON; WOOD, 

2002). 

Ensaio de Proficiência (EP) envolve o uso de comparações interlaboratoriais 

para a determinação do desempenho de um laboratório em relação a critérios pré-

estabelecidos (ISO, 2010). Para tanto, é indispensável a produção de um item de 

ensaio de proficiência, que consiste em uma amostra que será distribuída aos 

laboratórios participantes do EP (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2006). Esse item 

deve ser similar ao tipo de amostra que é analisada rotineiramente pelos laboratórios, 

em relação à composição da matriz e à faixa de concentração, quantidade ou nível da 

substância química de interesse. Deve ser garantida a homogeneidade e estabilidade 

do material, para assegurar que todos os laboratórios recebam unidades que não se 

diferem entre si no que diz respeito à concentração média do analito (THOMPSON; 

ELLISON; WOOD, 2006). Atualmente, ainda não existem itens de ensaio de 

proficiência disponíveis comercialmente para todas as análises químicas realizadas 

em laboratórios, especialmente no caso dos HPAs em que esses materiais cobrem 

alguns analitos em determinadas matrizes e os programas de EP atuais ainda não 

são suficientes, uma vez que não abrangem todos os principais produtos alimentares 

de alto risco de contaminação por HPAs (OMS, 2006). A preparação de material é um 

tema de grande importância para o avanço da metrologia química e da gestão da 

qualidade analítica no Brasil e no mundo (RODRIGUES et al., 2009).  
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 Portanto, devido à necessidade de monitoramento dos níveis de HPAs em 

amêndoas de cacau, visto que tais compostos são potencialmente cancerígenos e 

que, para tal monitoramento, deve-se dispor de um método analítico adequadamente 

desenvolvido e validado, além de um item para ensaio de proficiência, justifica-se o 

estudo em questão. 
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2 OBJETIVOS 

 

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver e validar um método adequado 

para a determinação de HPAs em produtos de cacau, e caracterizar um candidato a 

item de ensaio de proficiência para esse escopo analítico. 

Os objetivos específicos foram: 

 desenvolver um método para a determinação de oito HPAs considerados 

carcinogênicos ou genotóxicos e que podem ser econtrados em amostras de 

cacau; 

 estudar a necessidade da aplicação de ensaios de efeito de matriz quando se 

utiliza a técnica da diluição isotópica com padrões internos de analitos 

isotopicamente marcados; 

 validar o método otimizado, em processo intralaboratorial, de acordo com 

protocolos aceitos internacionalmente; 

 preparar um material teste para a análise de HPAs em cacau, incluindo testes 

de homogeneidade e estabilidade em modelo isócrono e clássico. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 O CACAU E CACAUICULTURA NO BRASIL 

Segundo estudo realizado por ISAE/FGV (2003), o cacau é um produto nobre 

e tradicional da agricultura brasileira cuja cultura atravessa um processo recente de 

recuperação, após um prolongado período de crise da segunda metade da década de 

80 até meados da década de 90, originária da conjugação de conjunturas externa e 

interna altamente desfavoráveis. 

Originário da América Central e do Sul, o cacaueiro (Theobroma cacao L.) é 

uma árvore tropical e de clima úmido, que atinge entre 5 e 8 metros de altura e entre 

4 a 6 metros de diâmetro de copa, quando proveniente de semente (SILVA NETO et 

al., 2001) (Figura 1).  

 

Figura 1 – Cacaueiro da região da Bahia apresentando frutos ainda imaturos. 

 
Fonte: LUCIANA NASCIMENTO MOREIRA, 2015, “Não publicado”. 
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Suas flores surgem sob a forma de almofadas florais no tronco ou nos ramos 

lenhosos, num volume de até mais de cem mil, mas apenas cerca de 0,1% delas se 

transformam em frutos (ISAE/FGV, 2003). Os frutos de cacau normalmente 

apresentam coloração verde ou roxa (vermelho-vinho) na fase de desenvolvimento, e 

amarela ou alaranjada no período de maturação (Figura 2), forma elongada e 

apresenta sulcos longitudinais no pericarpo, com 15 até 20 cm de comprimento em 

seu maior eixo (MARTINI, 2004). O cacaueiro inicia a produção de frutos no terceiro 

ano após o plantio, porém, produtividade adequada só é alcançada após o oitavo ano 

(GOMES, 1972). A árvore produz anualmente de 0,5 a 2 kg de sementes, já 

fermentadas e secas, denominadas amêndoas (BELITZ; GROSCH, 1999; ICCO, 

2008). As sementes (Figura 3) apresentam 2 a 3 cm de comprimento e contêm polpa, 

testa e cotilédones. A polpa constitui-se por um parênquima de células esponjosas 

mucilaginosas sendo composta por água, frutose, glicose, sacarose, pentosanas, 

ácido cítrico, proteínas e vários sais inorgânicos. A testa (revestimento da semente) 

secreta mucilagens e atua como via de transporte entre os cotilédones e a polpa 

mucilaginosa. Os cotilédones apresentam células contendo reservas protéicas, 

lípidios, amido e células polifenólicas (MARTINI, 2004). 

Figura 2 – Variações de coloração dos frutos do cacaueiro. 

 
Fonte: GRAZIELLE, 2012 
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Figura 3 - (A) Fruto do cacaueiro aberto mostrando polpa e sementes. (B) 

Sementes de cacau 

 
Fonte: MARTINI et al., 2008 

 

Quando se considera a composição química das sementes de cacau, 

fermentadas e não fermentadas, observa-se que os lipídios são a principal fonte de 

reserva dessas sementes, com valores acima de 50 % (AFOAKWA et al., 2013; 

CARPENTER et al., 1994). Na Tabela 1 está descrita a composição centesimal de 

sementes de cacau, de acordo com o tempo de armazenamento e a condição de 

fermentação. 

 

Tabela 1 – Efeito do armazenamento dos frutos (pré-condicionamento de 

polpa) e fermentação na composição centesimal de sementes de cacau 

Armazenamento 

do fruto (dias) 

Condição de 

fermentação 

Umidade 

(%) 
Proteína (%) Lipídios (%) 

Cinzas 

(%) 

Carboidrato 

(%) 

0 

Não 

fermentadas 
4,2 ± 0,02 21,6 ± 0,83 55,2 ± 0,10 3.5 ± 0.11 15.5 ± 0.63 

Fermentadas 4,0 ± 0,02 18,8 ± 0,56 53,4 ±0,63 2,8 ± 0,07 21,0 ± 0,08  

7 

Não 

fermentadas 
4,4 ± 0,04 20,8 ± 0,05 53,3 ±1,5 2,9 ± 0,05 18,6 ± 0,72  

Fermentadas 4,3 ± 0,09 18,2 ± 0,13 52,2 ±0,05 2,3 ± 0,04 23,1 ± 0,54  

14 

Não 

fermentadas 
4,2 ± 0,02 19,7 ± 0,06 52,5 ± 0,04 3,1 ± 0,01 20,5 ± 0,24 

Fermentadas 4,5 ± 0,03 17,6 ± 0,60 50,5 ± 0,15 2,7 ± 0,18 24,7 ± 0,31 

21 

Não 

fermentadas 
4,9 ± 0,01 20,4 ± 0,48 52,3 ± 0,07 3,3 ± 0,05 19,1 ± 0,09 

Fermentadas 3,8 ± 0,04 17,9 ± 0,07 50,4 ± 0,05 2,9 ± 0,09 24,9 ± 0,11 

Fonte: AFOAKWA et al., 2013 
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A cacauicultura foi introduzida no Brasil, no estado da Bahia, a partir do século 

XVIII por iniciativa da Coroa portuguesa, mas só foi realmente desenvolvida após a 

implantação de variedades mais produtivas a partir de 1907 (GUIMARÃES, 2001; 

WILLUMSEN; DUTT, 1991). Entre os anos de 1896 a 1930, a produção brasileira de 

cacau cresceu 400 %, configurando o Brasil e o Equador como os maiores produtores 

mundiais. Entretanto, essa expansão recorde ocorreu em terras com baixa 

produtividade e, além disso, devido à ocorrência da Grande Depressão e dos 

primeiros anos da Segunda Guerra Mundial, uma grave crise no setor foi instalada. 

Essa crise levou à criação, pelo governo brasileiro, da Comissão Executiva para o 

Planejamento da Lavoura Cacaueira (CEPLAC), uma agência com autonomia para 

conduzir pesquisas, promover assistência técnica e financeira aos cacauicultores, 

além de facilitar a aquisição de insumos agrícolas. A recuperação do setor cacaueiro 

resultou em aumentos na produção e, também, na qualidade do produto, gerando uma 

colheita recorde em 1984 e a expansão da cultura até uma nova fronteira agrícola, o 

estado de Rondônia (WILLUMSEN; DUTT, 1991). O Brasil participa no comércio 

internacional exportando cacau em amêndoas desde 1961, mas, a partir de 1992, 

passou a ser, também, importador acumulando até 2002 mais de 336 mil toneladas 

(CUENCA; NAZÁRIO, 2004). 

No período de 1970 a 1990, devido às metas de expansão da lavoura cacaueira 

e ao aumento na demanda por sementes, os plantios de sementes híbridas – 

cruzamentos entre cacau-comum e cacau trinitário, selecionado em Trinidad – 

prevaleceram na região sul da Bahia, o que resultou em cacauais muito suscetíveis à 

vassoura-de-bruxa (YAMADA et al., 2001).  

A partir da década de 1990, visto que houve expressivo declínio da produção e 

exportação de cacau ocasionada pelo avanço da vassoura-de-bruxa, adotou-se o 

plantio de clones resistentes a essa doença. Muitos desses clones consistiram em 

seleções locais, feitas em condições de fazenda pelos agricultores, extensionistas e 

pesquisadores de instituições governamentais dessa região (LOPES et al., 2004). 

A produção anual de cacau no Brasil aproxima-se 200 mil toneladas anuais: em 

2014 foram produzidas 273.793 toneladas de cacau em amêndoa, e em 2015, 

estimou-se que a produção atingisse cerca de 255.000 toneladas, segundo o Instituto 

Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE, 2015). 

De acordo com dados da ISAE/FGV (2003), a produção nacional de cacau em 

amêndoas está concentrada no sul da Bahia (83% da oferta brasileira, especialmente 
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nos municípios de Itabuna, Camacã e Ilhéus), seguida, em escala bem inferior, pelo 

Pará (9,9% da oferta brasileira, focalizada nos municípios de Medicilândia, Uruará, 

Altamira e Tomé-Açú) e por Rondônia (5,4% da produção brasileira, concentrada nos 

municípios ao longo da rodovia BR-364 ou Transamazônica).  

 

 

 

  



29 
 

3.1.1 Beneficiamento do cacau 

O processamento do cacau fornece três produtos intermediários: o cacau 

comercial que é processado para a obtenção da manteiga de cacau e de cacau em 

pó. Esses dois últimos subprodutos são posteriormente recombinados para a 

fabricação de chocolate para o qual são necessárias outras matérias-primas tais como 

o leite e o açúcar (ORLANDI, 2011). O seguinte fluxograma representa as etapas 

principais para a obtenção do cacau comercial (Figura 4). 

 

Figura 4 – Fluxograma do beneficiamento do cacau. 

 

  

A colheita constitui a primeira etapa do beneficiamento das sementes, ou pré-

processamento, e é realizada manualmente, com auxílio de uma ferramenta 

denominada podão, ou com facão, tesoura ou instrumento similar para colher frutos 

de fácil acesso. Nessa etapa são colhidos apenas os frutos maduros, os quais 

permitem extração mais fácil das sementes e contêm açúcar em quantidade adequada 

para que se consiga uma fermentação efeicaz (SILVA NETO et al., 2001; 

VERÍSSIMO, 2012).  
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A etapa de quebra manual é realizada após a colheita e consiste na abertura 

dos frutos com auxílio de cutelo e retirada das sementes. O período entre a colheita e 

a quebra, varia de acordo com a região de cultivo e a época do ano, porém, considera-

se que esse período pode ser realizado até o quinto dia após a colheita. Esse período 

de descanso anteriormente à quebra é necessário para que haja a concentração dos 

açúcares e outros compostos que são importantes para a fermentação (MARTINS et 

al., 2012; SILVA NETO, 2001; VERÍSSIMO, 2012). 

A fase mais importante no processo de beneficiamento do cacau é a 

fermentação. A fermentação objetiva a eliminação da polpa do fruto e a melhora das 

características sensoriais do produto (GOMES, 1972). Esse processo consiste em 

uma fermentação ao nível da polpa, realizada por bactérias e leveduras, durante a 

qual se produz etanol, ácido acético e calor, levando à morte da semente. Após essa 

etapa, desencadeia-se uma série de transformações nos cotilédones (fermentação 

interna ou cura), a maior parte das quais catalisadas por enzimas. O período entre a 

quebra e o início da fermentação não deve ultrapassar 24 horas para que não ocorram 

reações químicas indesejáveis (VERÍSSIMO, 2012). Essa etapa do beneficiamento é 

realizada em cochos especiais e compreende um período de seis a sete dias. Durante 

esse processo, a temperatura pode alcançar 40º C e as amêndoas são revolvidas pelo 

menos uma vez por dia (GOMES, 1972). 

A obtenção de produtos derivados do cacau envolve, também, uma etapa de 

secagem das sementes já fermentadas (amêndoas) que objetiva reduzir o teor de 

umidade para menos do que 8%, para garantir a conservação do produto. A secagem 

do cacau é realizada pelo sol ou por desidratação (RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 

2011) e deve ser iniciada imediatamente após a fermentação. Essa etapa pode ocorre 

mediante dois processos distintos:  

a) uso de estufas ou secadores aquecidos a fogo de lenha. Quando a colheita dos 

frutos coincide com uma estação chuvosa do ano, a secagem é realizada de modo 

artificial (GOMES, 1972). Tradicionalmente, na região produtora de cacau no estado 

da Bahia, a desidratação é feita através de um secador tubular, construído em 

alvenaria tendo uma câmara de calor, no interior da qual um tubo de ferro transmite 

para as amêndoas o calor produzido pela queima de lenha em uma fornalha, sendo 

mantida uma temperatura de 50º C, por aproximadamente de 40 horas (MARTINS et 

al., 2012; SILVA NETO et al., 2001); 
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b) secagem natural, ao sol, com o uso de “barcaças”: esse processo é o mais utilizado 

no Brasil. As “barcaças” são grandes áreas com piso de madeira sobre pilares de 

alvenaria, cobertas por um telhado móvel feito de chapa de alumínio corrugado ou de 

zinco, em que este é removido de dia e recolocado à noite e quando chove. As 

amêndoas são espalhadas sobre o piso em uma camada com cerca de 5 cm de 

espessura que é revolvida constantemente com rodo de madeira, com o objetivo de 

evitar aglomerados (OETTERER et al., 2006). Dependendo das condições climáticas, 

a secagem natural ocorre no período de 8 a 12 dias (MARTINS et al., 2012). 

É possível ainda utilizar, uma combinação dos dois processos de secagem 

mencionados acima: inicialmente, as amêndoas de cacau são secas ao sol, por um 

período de dois a três dias, com o processo sendo complementado, em secador 

artificial, por um período de quinze a vinte horas (SILVA NETO et al., 2001). 

Em 1994, Jinap, Thien e Yap observaram que não havia diferenças 

significativas (p ≥ 0,05) entre amostras de amêndoas de cacau que foram secas ao 

sol ou desidratadas por circulação de ar forçada em relação ao perfil de ácidos graxos 

voláteis (C3-C5) e à acidez. De maneira análoga, Oke e Omotayo (2012) verificaram 

que a desidratação por circulação de ar forçada é adequada para a secagem de 

sementes de cacau para um teor de umidade seguro (7 %) em um período de 2 a 5 

dias, dependendo da temperatura do desidratador (35 a 55º C). Os atributos de 

qualidade essenciais das amêndoas (teor de ácidos graxos livres, ácido acético, pH, 

sabor e cor) são comparáveis com o produto do sistema tradicional de secagem ao 

sol (OKE; OMOTAYO, 2012). 

Na última etapa do beneficiamento, as amêndoas de cacau são ensacadas ou 

conservadas a granel, em armazéns secos e bem ventilados (GOMES, 1972). 

Anteriormente ao armazenamento, as amêndoas são limpas por sistema manual 

(escovas) ou mecânico (vácuo) (VERÍSSIMO, 2012). 
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3.2 HIDROCARBONETOS POLICÍCLICOS AROMÁTICOS (HPAS) 

Compostos policíclicos aromáticos incluem diferentes grupos de substâncias 

que possuem dois ou mais anéis benzênicos em sua estrutura e vários grupos 

funcionais que podem conter diversos elementos (MARCÉ; BORRULL, 2000). Um 

grupo importante de compostos policíclicos aromáticos são os hidrocarbonetos 

policíclicos aromáticos (HPAs) os quais apresentam dois ou mais anéis benzênicos 

fundidos, que podem ou não possuir grupos substituintes ligados a um ou mais anéis, 

e nenhum outro elemento que não seja carbono e hidrogênio. Esses compostos 

variam de dois anéis (naftaleno) até sete anéis (coroneno) (NEVES, 2006). Os HPAs 

constituem um grupo que engloba cerca de 10.000 compostos, dos quais, alguns são 

encontrados em quantidades consideráveis no ambiente e em alimentos (WENZL et 

al., 2006). 

Essas substâncias, bem como seus derivados nitrados e oxigenados 

(PEREIRA NETO et al., 2000), encontram-se amplamente distribuídas no ambiente, 

sendo consideradas poluentes orgânicos prioritários ambientais. Seres humanos são 

expostos aos HPAs pelo ar e pela ingestão de água, porém, a exposição ocorre, na 

maioria das vezes, pela ingestão de alimentos contaminados (WENZL et al., 2006). 

 De acordo com a Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (EPA – 

Environment Protection Agency) 16 hidrocarbonetos poliaromáticos são considerados 

particularmente importantes no monitoramento ambiental de poluentes orgânicos 

prioritários (EPA, 1987): acenafteno acenaftileno, antraceno, benzo(a)antraceno 

(BaA), benzo(a)pireno (BaP), benzo(b)fluoranteno (BbF), benzo(g,h,i)perileno 

(BghiP), benzo(k)fluoranteno (BkF), criseno (Cris), dibenzo(a,h)antraceno (DahA), 

fenantreno, fluoranteno, fluoreno, indeno(1,2,3-cd)pireno (Ind), naftaleno e pireno 

(Figura 5). 
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Figura 5 – Fórmulas estruturais de dezesseis hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos (HPAs) considerados prioritários pela agência de proteção 

ambiental dos Estados Unidos EPA (Environment Protection Agency). 

 

Fonte: MEIRE; AZEREDO; TORRES, 2007. 

Os HPAs são formados durante a combustão incompleta de material orgânico, 

como a queima de óleo, petróleo e seus derivados, escapamentos de veículos, 

fumaça de cigarro, calefação, queima de carvão ou madeira, incineração de rejeitos, 

entre outros. A contribuição de fontes naturais é muito limitada, restringindo-se 

praticamente à queima espontânea de florestas e emissões vulcânicas (MAGALHÃES 

et al., 2007), contribuindo com pequenas quantidades de HPAs. Contudo, as fontes 

antropogênicas representam o principal processo de emissão destes compostos 

(CARUSO; ALABURDA, 2008). A quantidade e a composição dos HPAs produzidos 

dependem das condições de reação, temperatura e quantidade de ar, sendo a 

formação favorecida pela queima da matéria orgânica em temperaturas variando de 

500 a 900°C, principalmente acima de 700°C (CAMARGO et al., 2006). 
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Para indivíduos não-fumantes, a exposição aos HPAs ocorre, principalmente, 

pela inalação do ar e pela ingestão de alimentos (SCF, 2002). Outras rotas de 

exposição, possivelmente menores, são a ingestão de poeira e solo, ingestão de água 

potável, absorção pela pele do solo e da água, e uso de produtos contaminados com 

HPAs (como preparações contendo alcatrão) (SCF, 2002). 

 

3.2.1 HPAs em alimentos 

 Os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos podem ser encontrados na 

fumaça usada para processo de defumação e podem se depositar na superfície, e 

migrar para dentro do alimento que está sendo defumado. Vários fatores no processo 

de defumação podem influenciar a composição da fumaça e a absorção de HPAs pelo 

alimento, podendo ser destacada a temperatura de combustão durante a geração da 

fumaça, a qual aparenta ser particularmente crítica. A formação de HPAs na fumaça 

aumenta linearmente com a elevação da temperatura de combustão na faixa de 

temperaturas de 400 a 1000º C (WRETLING et al., 2010). 

Inúmeras são as vias de contaminação dos alimentos por HPAs. Essa 

contaminação pode ter sua origem tanto na poluição ambiental, como ocorre com 

frutas, hortaliças e grãos cultivados em regiões próximas às industriais, e, também, 

durante o processamento, destacando-se nesse caso a defumação, a torrefação e a 

secagem direta com madeira (CAMARGO; TOLEDO, 1998; TFOUNI et al., 2007). 

Desse modo, os HPAs têm sido encontrados em diversos tipos de alimentos, incluindo 

óleos vegetais, margarinas, maionese, produtos lácteos, frutas, vegetais, carnes e 

peixes defumados, chá-mate, café, açúcar, cereais, água, peixes e crustáceos, carnes 

grelhadas e assadas, cacau, chocolate, etc (CARUSO; ALABURDA, 2008). 

No caso dos óleos vegetais, destacam-se, como fontes de contaminação, a 

poluição do ar com deposição de partículas sobre plantas oleaginosas, a absorção 

por plantas a partir de solos contaminados, a secagem direta de grãos por meio de 

fumaça aquecida pela queima de madeiras ou com fogo direto e a absorção de 

solventes à base de petróleo usados no processo de extração do óleo (CAMARGO; 

TOLEDO, 1998; COSTOPOULOU et al., 2010).  
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Em carnes, os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos formam-se durante o 

assamento, a tostagem e a defumação, se na superfície do produto as temperaturas 

atingem de 400 a 1000oC em placas ou grelhas e, ainda, se a chama incide 

diretamente no assado (PALMA, 2008).  

Em frutas e hortaliças, a presença dos HPAs é atribuída, principalmente, à 

deposição de partículas do ar poluído em suas superfícies. Os teores encontrados vão 

depender da localização do cultivo e do produto em si, dado amostras que são 

cultivadas em áreas altamente industrializadas ou próximas a estradas e vias 

expressas geralmente apresentam níveis mais altos de HPAs do que aquelas 

cultivadas em áreas rurais. Por conseguinte, as concentrações dos HPAs são 

frequentemente maiores nas superfícies dos vegetais, como na casca de frutas e 

folhas externas do repolho, do que nos tecidos internos. Os níveis mais altos de HPAs 

em vegetais cultivados em áreas onde há deposição de partículas do ar poluído são 

especialmente encontrados em vegetais com uma grande área superficial exposta, 

por exemplo, alface, couve e espinafre (CAMARGO; TOLEDO, 2003).  

A contaminação de sementes de cacau com HPAs pode ocorrer pela secagem 

do cacau em asfalto, em betume no sol, usando processos de secagem diretos e, 

também, durante a estocagem e transporte em sacos de juta ou sisal que tenham sido 

tratados com óleo mineral (ZIEGENHALS et al., 2009). A desidratação incorreta das 

sementes com controle ineficiente do fogo pode causar a contaminação dessas com 

HPAs pela fumaça. Quando as sementes são secadas somente com defumação, o 

teor de benzo(a)pireno encontrado é significativamente elevado (WANDAN; 

ELLEINGAND; NDOUBA, 2011). Além disso, o uso de desidratadores com madeira 

como combustível mostra um risco de contaminação mais elevado quando comparado 

com o uso de querosene e óleo diesel industrial (MISNAWI, 2012). 

A cachaça e o rum podem sofrer contaminação por HPAs pela queima da cana-

de-açúcar na colheita, pela adição de caramelo (utilizado para a correção da 

coloração), no produto final ou durante o período de maturação (envelhecimento) em 

tonéis de madeira que foram submetidos à queima durante sua confecção. Em 

bebidas preparadas a partir do malte, como o uísque escocês, a contaminação pode 

ocorrer durante a secagem dos maltes germinados da cevada pelo processo de 
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defumação e, também, durante a estocagem em barris de madeira, cujo interior foi 

submetido ao processo de queima (GALINARO; FRANCO, 2009).  

A cada ano são derramados nos mares de todo o mundo cerca de 5 milhões 

de toneladas de petróleo, uma conhecida fonte de HPAs. No ambiente marinho, os 

HPAs são compostos persistentes, devido à sua baixa solubilidade em água e à 

tendência de se associarem com material particulado, sendo ainda biodisponíveis 

para as espécies marinhas via cadeia alimentar, como compostos transportados pela 

água ou sedimentos contaminados (AZEREDO et al., 2006; RAMALHOSA et al., 

2009). Como os HPAs são compostos lipofílicos, eles podem facilmente atravessar 

membranas e têm o potencial para bioacumular em organismos aquáticos, como 

peixes e crustáceos (CARUSO; ALABURDA, 2008). 

 

3.2.2 Características físico-químicas 

Os HPAs são constituídos por anéis aromáticos fundidos e não contêm 

heteroátomos ou carregam substituintes. Os compostos que contêm de dois a três 

anéis benzênicos fundidos são conhecidos como HPAs de baixo peso molecular e 

aqueles que contêm mais do que quatro anéis benzênicos são chamados HPAs de 

alto peso molecular. Suas propriedades físicas e químicas estão relacionadas com a 

massa molecular (WENZL et al., 2006).  

Essas substâncias são pouco solúveis em água e, em geral, sua solubilidade 

diminui com o aumento do numero de anéis. Além disso, os HPAs apresentam, 

também, coeficientes de partição octanol/água superiores a 1000, demonstrando 

grande afinidade lipofílica que aumenta com a massa molecular, ou seja, com o 

número de anéis aromáticos da molécula. Por outro lado, a volatilidade destes 

compostos diminui com o aumento do peso molecular e, portanto, HPAs de baixos 

pesos moleculares são mais voláteis e apresentam maiores pressões de vapor que 

os mais pesados. Portanto, os HPAs podem ser encontrados na natureza tanto na 

fase gasosa quanto adsorvidos em material particulado. A concentração de cada 

componente em ambas as fases é função de sua volatilidade e de sua afinidade pelas 

superfícies das partículas atmosféricas (PEREIRA NETO et al., 2000). Entretanto, 

segundo CARUSO; ALABURDA (2008), à temperatura ambiente todos os HPAs são 
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sólidos e apresentam, comumente, altas temperaturas de fusão e ebulição, baixas 

pressão de vapor e solubilidade em água. 

Com relação à sua característica lipofílica, os HPAs tendem a se acumular em 

tecidos lipídicos de plantas e animais. Com relação às plantas, esses compostos 

concentram-se mais na superfície (cascas e folhas) do que nos tecidos internos 

(CARUSO; ALABURDA, 2008). Apesar da pouca solubilidade em água, os mesmos 

podem ser transportados em meios aquáticos, adsorvidos em partículas em 

suspensão, ficando posteriormente, depositados nos sedimentos.  

Os HPAs são praticamente inertes quimicamente, mas podem reagir com 

óxidos de nitrogênio, ácido nítrico, óxidos de enxofre, ácido sulfúrico, ozônio e radical 

hidroxila. São degradados lentamente, sob condições aeróbicas, e são estáveis à 

hidrólise (PINTO, 2008). 

 

3.2.3 Toxicidade 

O primeiro indício de carcinogenicidade química de produtos de combustão 

orgânica foi publicado em 1775, quando foi observada uma maior incidência de 

cânceres em limpadores de chaminés, entretanto, somente muitos anos depois dessa 

publicação tal atividade carcinogênica foi atribuída à presença de benzo(a)pireno nas 

amostras (PEREIRA NETO et al., 2000).  

Os HPAs de baixo peso molecular apresentam toxicidade aguda significativa 

para os organismos aquáticos enquanto os de alto peso molecular podem ser 

carcinogênicos e estão amplamente distribuídos no meio ambiente (NEVES, 2006).  

Muitos dos HPAs são considerados compostos tóxicos, mesmo em pequenas 

concentrações, apresentando a seguinte regra geral: compostos de baixo peso 

molecular formados por 2 ou 3 anéis (ex. naftaleno, fenantreno e antraceno) possuem 

elevada toxicidade aguda, mas baixo (ou nenhum) potencial carcinogênico; 

compostos de maior peso molecular contendo 4, 5 ou 6 anéis (ex. benzo(a)pireno, 

benzo(c)fenantreno) possuem baixa toxicidade aguda, mas apresentam um maior 

potencial carcinogênico (BARBOSA, 2005).  
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O Comitê Científico de Alimentos (SCF) da Comissão Européia, em 2002, 

identificou 15 HPAs como carcinógenos genotóxicos: benzo(a)antraceno, 

benzo(b)fluoranteno, benzo(j)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, 

benzo(g,h,i)perileno, criseno, ciclopenta(c,d)pireno, dibenzo(a,h)antraceno, 

dibezno(a,e)pireno, dibenzo(a,h)pireno, dibenzo(a,i)pireno, dibenzo(a,l)pireno, indeno 

(1,2,3-cd)pireno e 5-metilcriseno. Para o benzo(g,h,i)perileno, entretanto, evidência 

clara foi encontrada para efeitos genotóxicos, porém, não carcinogênicos (SCF, 2002). 

Em 2005, o JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) indicou um 

décimo sexto composto, benzo(c)fluoreno, para ser observado em alimentos. 

De acordo com o SCF, o benzo(a)pireno pode ser usado como marcador para 

a ocorrência e efeito de HPAs carcinogênicos em alimentos (WRETLING et al., 2010). 

Em 2008, entretanto, a EFSA (European Food Safety Authority) concluiu que somente 

o benzo(a)pireno não é um indicador apropriado para a ocorrência e toxicidade de 

HPAs em alimentos e os oito HPAs especificados (HPA 8 = benzo(a)pireno, 

benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(g,h,i)perileno, 

criseno, dibenzo(a,h)antraceno e indeno(1,2,3-cd)pireno), para os quais dados de 

carcinogenicidade oral estão disponíveis, e/ou um subgrupo deles (HPA 4 = 

benzo(a)pireno, criseno, benzo(a)antraceno e benzo(b)fluoranteno) foram indicados 

como marcadores mais adequados para serem monitorados.  

Os HPAs são substâncias que pertencem à classe dos pró-carcinogênicos, isto 

é, necessitam sofrer ativação metabólica preliminar para formar o carcinógeno ativo e 

tornarem-se capazes de reagir com o DNA e outras moléculas (GALINARO ; 

FRANCO, 2009). São metabolizados pelas enzimas hepáticas em diol-epóxidos, 

ligando-se covalentemente às macromoléculas celulares (incluindo o DNA) e 

causando erros de replicação e mutações. Além disso, há evidências de que outras 

reações intermediárias também sejam geradas por um processo de oxidação, o que 

pode resultar em instabilidade química na alquilação do DNA, levando ao processo 

mutagênico (MARQUES et al., 2009).  

De acordo com NEVES (2006), estudos in vitro mostram que o benzo(a)pireno 

induz danos em células procarióticas, eucarióticas e células de mamíferos, produzindo 

efeitos genotóxicos variados, incluindo mutações genéticas em células somáticas, 

formação de adutos de DNA, síntese de DNA não programada, entre outros. Estudos 
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epidemiológicos associam a exposição de misturas de HPAs contendo benzo(a)pireno 

ao risco aumentado de produzir câncer de pulmão e outros tumores, sendo, também, 

observada maior freqüência de câncer de estômago em populações que consomem 

tradicionalmente grandes quantidades de produtos cárneos defumados. Além disso, 

animais de experimentação expostos ao benzo(a)pireno, por diferentes vias de 

introdução e administração, incluindo a dieta por via oral, têm desenvolvido papilomas 

e carcinomas gástricos (MARQUES et al., 2009). 

 

3.2.4 Ocorrência de HPAs em cacau e produtos de cacau 

Em estudo realizado por Wieczorek et al. (2002), os níveis de HPAs mais 

elevados foram encontrados em amostras de bebida preparada com cacau, cuja 

concentração foi igual a 0,82 mg.L-1 da bebida. O conteúdo de HPAs em cacau foi 

várias vezes superior ao conteúdo desses mesmos compostos na infusão de café 

natural sem filtração. 

Ziegenhals et al. (2009) analisaram 40 amostras de vários tipos de chocolate 

com diferentes teores de cacau e verificaram que o conteúdo de benzo(a)pireno se 

situou na faixa de 0,07 a 0,63 μg.kg-1. Os níveis mais altos foram encontrados para a 

soma de criseno e trifenileno (0,83 a 2,09 μg.kg-1), assim como os níveis de 

benzo(a)antraceno e benzo(c)fluoreno que se encontravam na mesma magnitude. 

Em 2011 na Costa do Marfim, sementes de cacau foram submetidas a diversas 

condições de secagem e o teor de benzo(a)pireno de cada amostra foi determinado. 

Os autores observaram que nenhum benzo(a)pireno foi detectado nas amostras que 

sofreram secagem natural somente, entretanto, as amostras que foram defumadas 

apresentaram teores variáveis de acordo com o tempo de defumação. A combinação 

das técnicas de secagem natural (ao sol) e defumação originaram amêndoas com 

teores na faixa de 7,698 a 3709,25 μg.kg-1 (WANDAN; ELLEINGAND; NDOUBA, 

2011). 

O trabalho de Raters e Matissek (2014) teve como objetivo analisar um conjunto 

de 218 amostras composto por manteiga de cacau, massa de cacau, cacau cru 

(bruto), além de amostras de monitoramento de produtos de cacau acabados e 

chocolate do mercado alemão. Dentre todos os produtos analisados, foi encontrado 
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um nível de contaminação por HPAs relativamente baixo, dentro dos limites permitidos 

pela legislação europeia, excetuando-se apenas duas amostras: uma manteiga de 

cacau coletada em 1999, apresentando a soma de 4 HPAs [benzo(a)antraceno, 

benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno e criseno] igual a 92,53 μg.kg-1 em base de 

gordura; uma amostra de cacau cru (bruto) coletada em 2007, apresentando a soma 

de 4 HPAs igual a 44,28 μg.kg-1 em base de gordura (RATERS; MATISSEK, 2014). 

Sadowska-Rociek; Surma; Cieślik (2015) analisaram 10 amostras de cacau 

disponíveis no mercado polonês em 2014. A soma total dos HPAs encontrava-se na 

faixa de 102,58 a 174,14 μg.kg-1, entretanto, a maior quantidade era devido a 

hidrocarbonetos mais leves, de três anéis aromáticos. HPAs potencialmente 

carcinogênicos, como criseno e benzo(k)fluoranteno foram detectados em duas 

amostras apenas (10,19 μg.kg-1 e 2,95 μg.kg-1, respectivamente) (SADOWSKA-

ROCIEK; SURMA; CIEŚLIK, 2015), não ultrapassando os limites impostos pela 

legislação europeia vigente (EU, 2011a). 

 

3.2.5 Métodos para determinação de HPAs em cacau  

Na literatura, há poucos relatos de métodos utilizados para a determinação de 

HPAs em cacau e produtos de cacau, entretanto, dentre os estudos disponíveis 

verifica-se a aplicação de uma variedade de técnicas de extração e purificação, como 

descrito a seguir: 

Ziegenhals et al. (2009) aplicaram a técnica de extração acelerada por solvente 

(ASE) e cromatografia de permeação em gel (CPG) seguida de purificação por 

extração em fase sólida (EFS) em sistema ASPEC® modificado e separação e 

detecção por cromatografia a gás acoplada à espectrometria de massas de alta 

resolução (CG-EMAR). Esses autores, também, fizeram uso de diluição isotópica 

como ferramenta de auxílio na identificação e quantificação de HPAs em chocolate. 

Em 2010, Wang e Guo realizaram a análise de uma amostra de EP de 4 HPAs 

em manteiga de cacau utilizando um método previamente validado para óleos 

vegetais. O método desenvolvido por esses autores consistia em extração por 

ultrassom seguida de cromatografia de permeação em gel (CPG) e análise final por 

CG-EM (WANG; GUO, 2010).  
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Wandan; Elleingand; Ndouba (2011) utilizaram da extração por Soxhlet e 

purificação com coluna de sílica gel para a determinação de benzo(a)pireno em 

amêndoas granuladas de cacau. Após extração e purificação do eluato, a análise final 

foi realizada por CG-EM. 

Em 2013, foi publicado um estudo que objetivou o desenvolvimento de uma 

técnica de extração rápida e sensível para a determinação de 16 HPAs em amostras 

de chocolate pela aplicação de microextração em fase sólida (MEFS) em modo de 

imersão direta (ID) ou headspace (HS) e detecção por CG-EM ou cromatografia 

gasosa com detector de ionização de chama (CG-DIC) (KUMARI et al., 2013).  

Raters e Matissek (2014) desenvolveram e adaptaram um método de 

cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por fluorescência (CLAE-FL) 

para a determinação de 4 HPAs em amostras de cacau e chocolate. A extração foi 

realizada por remoção prévia da gordura por centrifugação, seguida de saponificação 

e purificação por extração em fase sólida (EFS) com cartucho Strata EPH Giga Tube 

(sílica). 

Já em estudo publicado por Sadowska-Rociek; Surma; Cieślik (2015), foi usada 

a técnica de QuEChERS baseada em extração em fase sólida dispersiva (EFS-D) com 

diferentes adsorventes (Florisil, Bond Elut ENV e C18) seguida de extração líquido-

líquido para determinação de 13 HPAs em amostras de cacau, usando CG-EM para 

separação e detecção dos analitos.  
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3.2.6 Legislação 

 Níveis máximos de benzo(a)pireno e soma de 4 HPAs – benzo(a)pireno, 

benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno e criseno – em uma gama de matrizes 

alimentares estão especificados em um Regulamento da Comissão das Comunidades 

Européias no 835/2011 (EU, 2011a). Esses níveis estão apresentados na Tabela 2. 

Já o regulamento no 836/2011 (EU, 2011b) da Comissão das Comunidades 

Européias diz respeito aos métodos de amostragem e análise para o controle oficial 

dos níveis de chumbo, cádmio, mercúrio, estanho inorgânico, 3-MCPD e 

benzo(a)pireno em produtos alimentares. Neste documento são destacados os 

critérios de desempenho para métodos de análise de benzo(a)pireno (Tabela 3). 
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Tabela 2 – Níveis máximos permitidos de hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos segundo o Regulamento 835/2011  

Tipos de alimentos 

Níveis máximos (μg.kg-1) 

Benzo(a)pireno 

Soma de benzo(a)pireno, 
benzo(a)antraceno, 

benzo(b)fluoranteno e 
criseno. 

Óleos e gorduras (com exceção da manteiga de cacau e 
do óleo de coco) destinados ao consumo humano direto ou 
à utilização como ingredientes alimentares  

2,0 10,0 

Grãos de cacau e produtos derivados 

5,0 μg.kg-1 de 
gordura a  

partir de 
01/04/2013 

35,0 μg.kg-1 de gordura a 

partir de 01/04/2013 até 

31/03/2015 

30,0 μg.kg-1 de gordura a 

partir de 01/04/2015 

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

2,0 20,0 

Carne defumada e produtos à 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 comestível de peixe defumado e produtos da pesca 
defumados. Para os crustáceos defumados, o teor máximo 
aplica-se à parte comestível dos apêndices e do abdómen. 
No caso dos caranguejos e crustáceos similares 
(Brachyura e Anomura) defumados, aplica-se à parte 
comestível dos apêndices 

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 

Espadilhas defumadas e espadilhas defumadas em lata 
(Sprattus sprattus); moluscos bivalves (frescos 
refrigerados ou congelados); carne tratada termicamente e 
produtos à base de carne tratada termicamentevendidos 
ao consumidor final 

5,0 30,0 

Moluscos bivalves (defumados) 6,0 35,0 

Alimentos transformados à base de cereais e alimentos 
para bebês destinados a lactentes e crianças 

1,0 1,0 

Fórmulas para lactentes e fórmulas de transição, incluindo 
leite para bebês e leite de transição 

1,0 1,0 

Alimentos dietéticos destinados a fins medicinais 
específicos especificamente destinados a lactentes. 

1,0 1,0 

Fonte: EU, 2011a 
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Tabela 3 – Critérios de desempenho para métodos de análise de 

benzo(a)pireno 

Parâmetro Valor/Comentário 

Aplicabilidade Alimentos especificados no Regulamento (UE) no 835/2011 

Limite de detecção Menor do que 0,3 μg.kg-1 

Limite de quantificação Menor do que 0,9 μg.kg-1 

Precisão Valores HORRATr ou HORRATR menores do que 2 

Recuperação 50 a 120% 

Especificidade Livre de interferências de matriz ou espectrais, verificação de 
detecção positiva 

Fonte: EU, 2011b 

Atualmente, há apenas um regulamento técnico vigente no Brasil quanto aos 

níveis de benzo(a)pireno em aromas de fumaça. A RDC nº 2, de 15 de janeiro de 2007 

(BRASIL, 2007) estabelece que os aromas de fumaça não devem transferir mais que 

0,03 μg.kg-1 de 3,4-benzopireno ao alimento final. Além disso, em 2010, o Ministério 

da Agricultura elaborou a Instrução Normativa no 8, de 29 de abril de 2010 (BRASIL, 

2010) que aprova os Programas de Controle de Resíduos e Contaminantes (PNCRC) 

em carnes, leite, mel, ovos e pescado para o exercício de 2010. Dentre os 

contaminantes monitorados no pescado (cultivo e captura) encontravam-se oito HPAs 

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

benzo(k)fluoranteno, indeno(1,2,3-cd)pireno, dibenzo(a,h)antraceno e 

benzo(g,h,i)perileno). Nessa Instrução Normativa foi estabelecido limite de referência 

de 2 μg.kg-1 para cada HPA relacionado, o mesmo limite preconizado pelo 

Regulamento (EC) 1881/2006 das Comunidades Européias. As análises foram 

realizadas em laboratórios oficiais e credenciados pertencentes à Rede Nacional de 

Laboratórios Agropecuários do Sistema Unificado de Atenção à Sanidade 

Agropecuária. Entretanto, após publicação de novo regulamento europeu em 2011 

(EU 2011a), o pescado foi retirado do escopo do monitoramento do PNCRC. 
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3.3 VALIDAÇÃO DE MÉTODOS ANALÍTICOS 

O bom desempenho de qualquer técnica analítica depende crucialmente de 

dois parâmetros: a qualidade das medidas instrumentais e a confiabilidade estatística 

dos cálculos envolvidos no seu processamento. Uma maneira de assegurar a 

aplicabilidade e o alcance de um método durante as operações de rotina de um 

laboratório é estabelecendo os limites destes parâmetros por meio da estimativa das 

figuras de mérito, numa etapa conhecida como validação (RIBEIRO et al., 2008).  

A validação é a confirmação por exame e fornecimento de evidência objetiva 

de que os requisitos específicos para um determinado uso pretendido são atendidos 

(ISO/IEC 17025, 2005). É um processo contínuo que começa no planejamento da 

estratégia analítica e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e 

transferência. 

 

3.3.1 Documentos orientativos 

No Brasil, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), o Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) e o Instituto Nacional de Metrologia, 

Normalização e Qualidade Instrumental (INMETRO) publicaram guias e documentos 

de caráter orientativo que dizem respeito à validação de métodos de ensaio (BRASIL, 

2003; BRASIL, 2009; INMETRO, 2010). 

A Resolução - RE nº 899, de 29 de maio de 2003, da ANVISA, possui como 

anexo o “Guia para Validação de Métodos Analíticos e Bioanalíticos” o qual apresenta 

as características a serem consideradas durante a validação de procedimentos 

analíticos (BRASIL, 2003). 

O INMETRO (2010) publicou o DOQ-CGCRE-008, cujo título é “Orientação 

sobre Validação de Métodos Analíticos”, um documento de caráter orientativo que 

está em sua terceira revisão, de Fevereiro de 2010. Esse documento tem como 

objetivo auxiliar os laboratórios em demonstrar que um método analítico tem as 

características necessárias para a obtenção de resultados com a qualidade exigida, 

nas condições em que é praticado. 



46 
 

A Instrução Normativa nº 24 (BRASIL, 2009), publicada pelo MAPA, aprova um 

“Guia para Validação de Métodos Analíticos e Controle de Qualidade Interna das 

Análises de Monitoramento do Plano Nacional de Controle de Resíduos e 

Contaminantes – PNCRC” em forma de anexo. Os procedimentos e parâmetros 

descritos nesse documento devem ser seguidos por todos os laboratórios 

pertencentes à Rede Nacional de Laboratórios Agropecuários, credenciados para 

análise de resíduos e contaminantes, participantes do PNCRC. 

Diferentes organismos internacionais como EURACHEM 

(MAGNUSSON;ÖRNEMARK, 2014); Comissão das Comunidades Européias (EC, 

2002); Association of Official Analytical Chemists (AOAC International), International 

Standards Organization (ISO) e International Union of Pure and Applied Chemistry 

(IUPAC) (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002) também possuem documentos para 

orientar processos de validação intralaboratorial de métodos. 

O guia harmonizado pela AOAC Internacional, ISO e IUPAC (THOMPSON; 

ELLISON; WOOD, 2002) para validação intralaboratorial de métodos constitui a 

referência que representa um consenso internacional neste assunto. 

A Comissão das Comunidades Européias descrevem as técnicas analíticas a 

serem utilizadas na análise de amostras oficiais e os critérios comuns para a 

interpretação dos resultados analíticos dos laboratórios através da Decisão da 

Comissão no 2002/657/CE (EC, 2002). 

 

3.3.2 Parâmetros de validação 

Parâmetros de desempenho típicos na validação de métodos intralaboratorial 

incluem aplicabilidade, seletividade, linearidade da curva de calibração, faixa linear, 

faixa de aplicação ou de trabalho, efeitos de matriz, veracidade, precisão, limites, 

sensibilidade e robustez (EC, 2002; THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). 

 A aplicabilidade inclui especificações sobre a faixa de concentração coberta 

pela validação, tipos de matriz, equipamentos, reagentes e procedimentos analíticos, 

protocolos de calibração e precauções com a segurança (THOMPSON; ELLISON; 

WOOD, 2002).  
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 A matriz da amostra a ser validada pode conter componentes que interferem 

no desempenho da medição, sendo que, tais interferentes podem causar variações 

na análise, aumentando ou reduzindo o sinal (INMETRO, 2010). Os termos 

especificidade e seletividade, embora não muito bem definidos, são relativos ao grau 

com que um método responde unicamente ao analito exigido. A seletividade é a 

capacidade do método de determinar exata e especificamente o analito de interesse 

na presença de outros componentes da matriz sob condições de teste determinadas 

(MAGNUSSON;ÖRNEMARK, 2014). De acordo com Silva e Alves (2006), a 

especificidade e a seletividade estão relacionadas à detecção. A especificidade refere-

se a um método que é específico apenas para um único analito e a seletividade refere-

se a um método aplicado para vários analitos, com capacidade de distinguir entre eles. 

Desde que há poucos métodos cromatográficos que respondem a apenas uma 

substância, o termo seletividade é mais apropriado, conforme sugerido pela IUPAC 

(VESSMAN et al., 2001). 

A linearidade de um método expressa a faixa na qual o sinal analítico, 

denominado variável dependente yi, é linearmente proporcional à sua concentração, 

denominada variável independente xi, e a equação matemática que descreve esta 

dependência é conhecida como curva analítica ou curva de calibração (RIBEIRO et 

al., 2008). A ANVISA (BRASIL, 2003) define esse parâmetro como sendo a 

capacidade de uma metodologia analítica de demonstrar que os resultados obtidos 

são diretamente proporcionais à concentração do analito na amostra, dentro de um 

intervalo especificado. Para qualquer método quantitativo, é necessário determinar a 

faixa de concentração do analito na qual o método pode ser aplicado, e verificar, 

dentro desta faixa de aplicação, se existe uma resposta linear. A relação entre a 

resposta do instrumento e a concentração não necessita ser perfeitamente linear para 

que um método seja eficaz, mas deve haver repetibilidade da curva em dias diferentes 

(MAGNUSSON;ÖRNEMARK, 2014). Para evitar problemas de falta de ajuste durante 

a modelagem, faz-se necessária a análise cuidadosa do gráfico dos resíduos do sinal 

analítico e a aplicação de testes para determinar a faixa na qual a curva de calibração 

apresenta um comportamento linear (RIBEIRO et al., 2008). O método pode ser 

considerado como livre de tendências (unbiased) se o intervalo de confiança da reta 

de regressão linear contiver a origem (SILVA; ALVES, 2006). O método de avaliação 

da linearidade proposto por SOUZA & JUNQUEIRA (2005) estabelece: (i) definição 
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da faixa de interesse, considerando que a concentração esperada na amostra deve 

estar no centro da faixa; (ii) preparação de soluções de calibração em solvente ou 

matriz, dependendo dos resultados dos estudos de efeitos de matriz, em pelo menos 

seis níveis de concentração, igualmente espaçados, em três replicatas independentes 

e um nível zero, preparado como uma ferramenta de controle para ajuste do zero 

instrumental; (iii) medida da resposta das soluções de calibração em uma ordem 

aleatória. 

A faixa de aplicação, também chamada de faixa de trabalho ou intervalo, 

corresponde ao intervalo entre o valor superior e inferior do analito, que atenda aos 

requisitos de precisão, veracidade e linearidade. Normalmente é derivada do estudo 

de linearidade e depende da aplicação pretendida do método (BRASIL, 2003) e é 

expressa dentro das mesmas unidades dos resultados dos testes obtidos pelo método 

analítico (HUBER, 1998). Qualquer método de análise quantitativo apresenta uma 

determinada faixa de concentração do analito na qual o método pode ser aplicado. No 

limite inferior dessa faixa, o fator limitante é o limite de quantificação (LOQ), e, no limite 

superior, os fatores limitantes vão depender da resposta do instrumento utilizado para 

medição. Nessa faixa de aplicação pode existir uma faixa de resposta que seja linear, 

ou seja, uma faixa dentro da qual a resposta do sinal apresentará uma relação linear 

com o analito. A extensão dessa faixa linear pode ser estabelecida durante a avaliação 

da faixa de trabalho (INMETRO, 2010). 

A investigação do efeito de matriz é um importante parâmetro a ser avaliado 

durante o desenvolvimento e validação de um método analítico. Esse fenômeno 

sugere que compostos presentes na matriz podem interferir na medida dos analitos, 

o que pode ocasionar perda ou acréscimo do sinal cromatográfico, influenciando a 

quantificação dos compostos de interesse. Os efeitos de matriz de diferentes tipos de 

amostras, extratos e concentrações da matriz podem exibir valores diferentes. Uma 

matriz representativa pode ser usada para calibrar vários tipos de amostras (BRUCE 

et al., 1998). Quando os efeitos de matriz apresentam-se como não significativos, o 

processo de validação é simplificado, pois os padrões dos analitos podem ser 

preparados diretamente no solvente (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). 

A veracidade do método analítico é o grau de concordância entre o valor médio 

obtido de uma série de resultados e o valor de referência aceito (BARROS, 2002). 

Pode também ser definida como a extensão na qual os resultados gerados por um 
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método e os valores verdadeiros concordam (HUBER, 1998). A veracidade pode ser 

calculada como a porcentagem de recuperação da quantidade conhecida do analito 

que foi adicionado à amostra, ou como a diferença percentual entre as médias e o 

valor verdadeiro, somados os intervalos de confiança (SILVA; ALVES, 2006). É 

declarada quantitativamente em termos de tendência (bias) ou erro sistemático, com 

pequenas tendências indicando veracidade (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). 

Os processos que são rotineiramente utilizados para avaliar a veracidade de um 

método são, entre outros: uso de materiais de referência (MR) e materiais de 

referência certificados (MRC), uso do método de referência de incerteza conhecida, 

participação em comparações interlaboratoriais e realização de ensaios de 

recuperação com adição de padrões. Na ausência de materiais de referência, a 

veracidade pode ser investigada por meio de experimentos de adição de padrões, 

mas esta técnica pode ser fortemente influenciada por erros de observação. Embora 

uma boa recuperação não seja uma garantia absoluta de veracidade, certamente uma 

recuperação pobre é uma indicação de falta de veracidade (THOMPSON; ELLISON; 

WOOD, 2002).  

A precisão é o parâmetro que indica o grau de dispersão de diversos valores 

individuais em torno do valor mais provável. Ela depende somente da distribuição de 

erros aleatórios e não é relacionada ao valor verdadeiro, sendo habitualmente 

representada em termos de desvio padrão ou desvio padrão relativo. As duas medidas 

de precisão mais comuns são a repetibilidade e a reprodutibilidade. A repetibilidade 

expressa a precisão nas mesmas condições de operação (mesmo equipamento, 

mesmo analista, mesmos reagentes, mesmo dia e mesmo ambiente) em um pequeno 

período de tempo. A avaliação de tal parâmetro envolve a realização de várias 

medições da mesma amostra, em diferentes preparações e é, algumas vezes, 

denominada precisão intra-ensaio ou intra-corrida e pode ser expressa através da 

estimativa do desvio padrão relativo (RSD) (RIBANI et al., 2004). Segundo a 

Resolução – RE no 899, de 29 de maio de 2003, da ANVISA (BRASIL, 2003), a 

reprodutibilidade ou precisão interlaboratorial expressa a concordância entre os 

resultados obtidos em laboratórios diferentes como em estudos colaborativos, 

geralmente aplicados à padronização de metodologia analítica. O termo define a 

precisão dos resultados obtidos para uma determinada análise realizada por 

laboratórios diferentes, mas seguindo a mesma metodologia. Nesse caso, a precisão 
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de um método analítico deve incluir a estimativa do desvio padrão absoluto, estimativa 

do desvio padrão relativo e intervalo de confiança de uma série de medidas. Embora 

a reprodutibilidade não seja um componente de validação de método executado por 

um único laboratório, é considerada importante quando um laboratório busca a 

verificação do desempenho dos seus métodos em relação aos dados de validação 

obtidos por meio de comparação interlaboratorial (INMETRO, 2010). A partir do desvio 

padrão obtido sob condições de reprodutibilidade é possível calcular o limite de 

reprodutibilidade (R), o qual permite ao analista decidir se a diferença entre os valores 

da duplicata das amostras analisadas sob condições de reprodutibilidade é 

significante (INMETRO, 2010). Tanto a repetibilidade quanto a reprodutibilidade são 

geralmente dependentes da concentração do analito (MAGNUSSON;ÖRNEMARK, 

2014). Existe ainda a condição de precisão intermediária ou reprodutibilidade parcial 

para definir a avaliação da precisão sobre a mesma amostra, amostras idênticas ou 

padrões, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratório, quando se definem 

exatamente quais as condições a variar, como: diferentes analistas, diferentes 

equipamentos ou diferentes dias (EC, 2002). A precisão intermediária é reconhecida 

como a mais representativa da variabilidade dos resultados em um único laboratório 

e, como tal, mais aconselhável de ser adotada em processos intralaboratoriais. O 

objetivo da validação da precisão intermediária é verificar que no mesmo laboratório 

o método fornecerá os mesmos resultados (RIBANI et al., 2004). 

Em uma situação em que são realizadas medições em amostras com baixos 

níveis de concentração do analito ou de uma propriedade, como por exemplo, análise 

de traços, é relevante conhecer o menor valor de concentração do analito ou da 

propriedade que pode ser detectado pelo método (INMETRO, 2010). O limite de 

detecção (LOD) é a menor quantidade da substância a ser medida presente em uma 

amostra que pode ser detectada, porém não necessariamente quantificada, sob as 

condições experimentais estabelecidas. Em termos gerais, o limite de detecção é a 

menor quantidade ou concentração do analito que pode ser significativamente 

distinguida de zero. No caso de métodos instrumentais, como cromatografia líquida 

de alta eficiência (CLAE), cromatografia a gás (CG) e absorção atômica, a estimativa 

do LOD pode ser feita com base na relação de 3 vezes o ruído da linha de base 

(SILVA; ALVES, 2006). 
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 O limite de quantificação (LOQ) é a menor quantidade do analito em uma 

amostra que pode ser determinada com precisão e veracidade aceitáveis sob as 

condições experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003). O limite de quantificação, 

algumas vezes determinado “limite de determinação” é estabelecido por meio da 

análise de soluções contendo concentrações decrescentes do analito até o menor 

nível determinável com precisão e veracidade aceitáveis. O LOQ refere-se à 

concentração do analito correspondente ao valor da média das amostras brancas 

(sem o analito) mais 5, 6 ou 10 desvios padrão ou pode corresponder ao padrão de 

calibração de menor concentração descontando o branco (SILVA; ALVES, 2006). 

Todavia, a maneira mais realista é determinar o LOQ experimentalmente, com base 

em critérios de aceitação pré-definidos (INMETRO, 2010). Esse limite, após ter sido 

obtido, deve ser testado com amostras independentes, para conferir se a tendência e 

a precisão conseguidas são adequadas ao propósito (INMETRO, 2010). É indicada, 

ainda, outra opção de determinação baseada em cálculo dos limites de detecção e de 

quantificação, pelo uso do desvio padrão da resposta (s) e a inclinação da curva de 

calibração (b) construída em níveis próximos dos limites (BARROS, 2002).  

A sensibilidade corresponde à habilidade do método de detectar variações 

leves da concentração do analito. Indica a capacidade do método de discriminar, com 

uma fidelidade estabelecida, concentrações próximas de um analito. Segundo NATA 

(1997), a sensibilidade é a inclinação da função de calibração. A sensibilidade do 

método depende da natureza do analito e da técnica de detecção utilizada.  

A robustez de um método analítico expressa a sensibilidade que este apresenta 

em face de pequenas variações. Um método é considerado robusto se for 

praticamente insensível a pequenas variações que possam acontecer quando é 

executado (SILVA; ALVES, 2006). A determinação da robustez consiste em fazer 

variações deliberadas no método e investigar seus efeitos. É possível, então, 

identificar as variáveis que têm um efeito mais significativo e garantir que, quando o 

método for utilizado, estas sejam controladas (MAGNUSSON;ÖRNEMARK, 2014). 

Testes de robustez examinam o efeito dos parâmetros operacionais nos resultados 

de análise. Se a influência do parâmetro estiver dentro de uma tolerância previamente 

especificada, é dito que o parâmetro está dentro da robustez do método. Dados 

obtidos nestes efeitos permitirão avaliar se um método precisa ser revalidado quando 

um ou mais destes parâmetros são alterados (HUBER, 1998). De acordo com a 
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Resolução - RE nº 899, de 29/05/2003 (BRASIL, 2003), os fatores que devem ser 

considerados na determinação da robustez do método analítico durante o preparo de 

amostras são a estabilidade das soluções analíticas e o tempo de extração. Enquanto 

que, durante a análise por CG, as variações produzidas por diferentes lotes ou 

fabricantes de colunas, pela temperatura e pela velocidade do gás de arraste devem 

ser, também, consideradas. Quando se verificar que um fator influencia 

significativamente os resultados das medições, devem ser feitas mais experiências 

para decidir quanto aos limites de aceitabilidade deste fator. O INMETRO (2010) 

indica o teste de Youden para determinar a robustez de um método analítico, que 

permite, ainda, ordenar a magnitude da influência de cada uma das variações nos 

resultados. 

 

3.4 ENSAIO DE PROFICIÊNCIA 

 Em princípio, a validação do método e o controle de qualidade interno, realizado 

pela análise rotineira de um ou mais materiais de controle, são suficientes para 

assegurar a veracidade. Entretanto, na prática, a confiabilidade nesses processos não 

é ideal, por conseguinte o ensaio de proficiência (EP) consiste em uma ferramenta 

que assegura que esses dois procedimentos intralaboratoriais estão funcionando 

satisfatoriamente (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2006). De acordo com a ISO 

13528 (2005), o EP por comparações laboratoriais é usado para determinar a 

performance individual de laboratórios para testes e medições específicas e para 

monitorar a performance continuada desses laboratórios. 

 Os EPs compreendem um esquema de comparações interlaboratoriais com o 

intuito de testar a veracidade dos resultados que os laboratórios participantes do 

esquema podem alcançar (THOMPSON, 2005). Em sua forma mais usual, os 

organizadores do esquema distribuem porções de um material homogêneo a cada um 

dos laboratórios, que analisam o material de acordo com os seus próprios métodos 

analíticos validados e relatam o resultado das análises aos organizadores. Esses 

organizadores realizam a compilação dos resultados de todos os laboratórios e 

produzem um relatório final, informando os participantes do resultado, geralmente sob 

a forma de uma pontuação relativa à veracidade do resultado (THOMPSON, 2005). 
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 A maioria dos esquemas de EP converte o resultado de cada participante em 

z-score, o qual avalia a veracidade do resultado, considerando a diferença entre o 

resultado do laboratório e o valor atribuído ao item de ensaio de proficiência (Equação 

1) (THOMPSON, ELLISON, WOOD, 2006): 

𝑧 =  
(௫ି௫ೌ)

ఙ೛
                                                                                                 Equação 1 

em que 

z = z-score 

x = resultado do participante; 

xa = valor atribuído, a melhor estimativa do provedor de EP do valor do analito (o valor 

real da concentração do analito no material para EP); 

σp = “desvio padrão para avaliação de proficiência” (THOMPSON, ELLISON, WOOD, 

2006). 

 Os z-scores devem ser interpretados da seguinte maneira: 

 um z-score igual a zero significa um resultado perfeito, entretanto, essa 

situação vai ocorrer raramente, mesmo se tratando de laboratórios 

perfeitamente competentes; 

 z-scores entre -2 e +2 indicam que o laboratório cumpre o critério de adequação 

para o propósito do esquema de EP. É esperado que o laboratório produza um 

valor um pouco fora dessa faixa, ocasionalmente, numa probabilidade de 1 

para 20, portanto, um evento isolado como esse não dever ser alarmante. Os 

sinais (- ou +) do z-score indicam um erro negativo e positivo, respectivamente; 

 z-scores fora do limite de -3 e +3 são muito incomuns para um laboratório que 

opera sob os critérios de adequação ao propósito e indicam que as causas de 

tais resultados devem ser investigadas e corrigidas (THOMPSON, 2005). 
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3.4.1 Importância 

Dados analíticos confiáveis são requeridos por ambos analistas de alimentos e 

usuários dos dados. A padronização da metodologia analítica e o desenvolvimento de 

um sistema de controle de qualidade em um laboratório podem ajudar a garantir a 

validade da medição analítica e aumentar a qualidade e a confiabilidade dos dados. 

Assim, qualquer medição, particularmente qualquer análise química quantitativa, 

deverá empregar elementos de referência para assegurar a rastreabilidade das 

grandezas básicas relevantes (ABNT, 2000). Esta é uma condição essencial para a 

comprovação da veracidade dos resultados. 

O controle de qualidade interno é uma das ferramentas fundamentais para a 

garantia da qualidade dos resultados no âmbito de sistemas de gestão a qualidade de 

laboratórios (ISO/IEC 17025, 2005). Os principais objetivos deste tipo de controle são: 

i) monitorar a estabilidade dos parâmetros de desempenho de um método 

previamente validado durante seu uso em atividades de rotina; ii) manter um controle 

estatístico do processo de medição (VAN DER VOET; VAN RHIJN; VAN DE WIEL, 

1999); e iii) indicar aceitação ou rejeição de um grupo de resultados, com necessidade 

de repetição dos ensaios (THOMPSON & WOOD, 1995). Assim, o controle de 

qualidade interno é requerido para fornecer evidências do desempenho do método 

durante sua aplicação (HILL; REYNOLDS, 1999), devendo ser realizado com 

freqüência estabelecida para demonstrar o desempenho do método validado ao longo 

do tempo (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). 

O ensaio de proficiência (EP) é uma ferramenta que pode garantir que esses 

processos dentro do laboratório estão funcionando de forma satisfatória, pois podem 

haver influências desconhecidas na validação do método que podem interferir no 

processo de medição e, na maioria das vezes, materiais de referência certificados 

(MRC) não estão disponíveis para auxiliar na rastreabilidade de tais erros. Os 

laboratórios sem nenhuma referência externa poderiam operar por longos períodos 

com erros ou variações aleatórias de grande magnitude, para tanto, o EP é um meio 

de detectar e iniciar a correção de tais problemas (THOMPSON, ELLISON, WOOD, 

2006). 

Nesse sentido, objetivo principal do EP é auxiliar a detecção e correção de 

qualquer falta de veracidade inaceitavelmente grande nos resultados relatados pelos 
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laboratórios participantes. Em outro sentido, o esquema de EP é projetado como um 

sistema de “auto-ajuda” para indicar aos participantes se é necessário ou não 

modificar seus procedimentos (THOMPSON, 2005). De acordo com a ISO/IEC 17043 

(2010), comparações interlaboratoriais como os EP, ainda são utilizadas para os 

seguintes propósitos: 

 estabelecer a efetividade e comparabilidade de métodos analíticos; 

 prover confiança adicional aos clientes dos laboratórios participantes; 

 identificar diferenças entre os laboratórios; 

 educar os laboratórios participantes baseando-se nos resultados do EP; 

 validar a incerteza declarada. 

 

3.4.2 Documentos orientativos 

Os documentos orientativos referentes aos métodos estatísticos e aos 

requisitos gerais para ensaio de proficiência são publicados pela Organização 

Internacional para Padronização (ISO). 

A norma ISO/IEC 17043 (2010) “Avaliação de conformidade – requisitos gerais 

para ensaios de proficiência” especifica uma série requisitos gerais para a 

competência de provedores de ensaio de proficiência e, também, para o 

desenvolvimento e a realização de esquemas de EP. Nesse documento são descritos 

requisitos técnicos e de gestão aplicáveis aos provedores de ensaios de proficiência. 

Dentre os requisitos técnicos, pode ser destacado: o delineamento dos esquemas de 

EP, que envolve a preparação dos itens de ensaio, os quais devem corresponder, em 

termos de matriz, analitos e concentrações, tão similarmente quanto possível, do tipo 

de itens ou materiais encontrados em testes de rotina ou calibração. Além disso, é 

preconizado que devem ser estabelecidos critérios de homogeneidade e estabilidade 

adequados e esses devem ser baseados no efeito que a falta de homogeneidade e 

estabilidade terão na avaliação do desempenho dos participantes; no caso de não 

haver material suficientemente homogêneo e estável disponível, tal item pode ainda 

ser útil em EP, desde que as incertezas dos valores atribuídos ou a avaliação dos 

resultados tenham levado em conta esse fato (ABNT, 2011).  
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Já a norma ISO 13528 (2005) pode ser considerada como um documento 

complementar à ISO/IEC 17043 (2010) cujo escopo abrange o fornecimento de 

descrições detalhadas de métodos estatísticos usados para analisar os dados obtidos 

de esquemas de EP e recomendações sobre a utilização prática desses métodos por 

participantes de tais esquemas e órgãos de acreditação. Nesse documento são 

descritos métodos para determinação do valor atribuído, o qual consiste no valor 

atribuído a uma determinada quantidade e aceito, às vezes por convenção, como 

tendo uma incerteza adequada para um determinado fim. Além disso, são concedidas 

informações sobre procedimentos para determinação do desvio padrão para avaliação 

da proficiência, para cálculo das estatísticas de desempenho dos laboratórios 

participantes do EP, para avaliação da homogeneidade e estabilidade dos itens de 

ensaio (ISSO 13528, 2005). 

Além dos documentos normativos da ISO, podem ser citados o protocolo 

harmonizado da IUPAC para ensaio de proficiência de laboratórios de química 

analítica, publicado por Thompson; Ellison; Wood (2006) e o documento da Eurachem, 

publicado em 2011, que tem o propósito de servir como um guia para os laboratórios 

na seleção e na interpretação dos resultados de um esquema de EP (EURACHEM, 

2011). 

 

3.4.3 Homogeneidade 

 O produtor de MR, assim como o provedor de EP, deve executar uma avaliação 

da homogeneidade de qualquer candidato a material de referência ou item de EP e, 

na maioria dos casos, isso envolve a análise de um número representativo de 

unidades escolhidas aleatoriamente, sistematicamente ou aleatoriamente 

estratificadas (ISO, 2009).  

No teste de homogeneidade há dois tipos importantes de homogeneidade. 

Primeiramente, há a homogeneidade dentro de cada unidade que determina o 

consumo mínimo de amostra, para o qual a incerteza estabelecida ainda é válida e, 

em segundo lugar, há a homogeneidade entre unidades, a qual lida com a variação 

de unidade para unidade (LINSINGER et al., 2001). O elemento comum em ambos os 

tipos de experimentos é que a separação entre o efeito (homogeneidade) e a 
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variabilidade de medição devem ser estabelecidas (LINSINGER et al., 2001). A fim de 

fazê-lo, é mais vantajoso executar um estudo de homogeneidade dentro de cada 

unidade com uma quantidade de amostra muito pequena, de modo que o efeito entre 

porções possa ser quantificado (LINSINGER et al., 2001).  

Os estudos de homogeneidade devem ser delineados e realizados em 

concordância com a ISO 13528 (2005). O delineamento experimental envolve o uso 

de g unidades do material na sua forma final embalada, selecionadas aleatoriamente, 

em que g ≥ 10. Devem ser preparadas duas porções de teste de cada amostra 

utilizando técnicas apropriadas ao material de teste para minimizar as diferenças entre 

essas porções. As medidas devem ser realizadas em condições de repetibilidade. 

O protocolo harmonizado sobre ensaios de proficiência em laboratórios de 

ensaios químicos detalha aspectos importantes sobre o preparo do material, como 

delineamento experimental e estatísticas aplicadas aos testes para avaliação da 

homogeneidade e estabilidade (FEARN; THOMPSON, 2001; THOMPSON; ELLISON; 

WOOD, 2006; THOMPSON; LOWTHIAN, 1996).  

 

3.4.4 Estabilidade 

 O teste de estabilidade, juntamente com o teste de homogeneidade, é essencial 

para o processo de avaliação e certificação de um material de referência, assim como 

para a preparação de um item de ensaio de proficiência. A concentração do analito 

em um material deve ser constante durante todo período de validade desse. Outro 

requisito a ser considerado é que, durante o transporte, sob condições a serem 

especificadas, a estabilidade do material deve ser garantida pelo produtor (VAN DER 

VEEN et al., 2001). As propriedades de interesse do candidato a material de referência 

ou item de ensaio devem ser avaliadas para a condição de armazenamento adotada, 

isto é, efeitos da luz, umidade e temperatura devem ser avaliados em função do 

tempo, para estimar uma “vida-de-prateleira” do material (ISO, 2009). 

 Quando se considera que os alimentos são misturas complexas, a estabilidade 

dos analitos e as propriedades dos componentes da matriz devem ser levadas em 

conta durante a preparação, armazenamento, transporte e análise do material. 

Geralmente, os materiais são secos para evitar alterações químicas e microbiológicas, 
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sendo o procedimento de secagem selecionado de acordo com a volatilidade dos 

analitos e dos compostos da matriz (MAIER et al., 1993). Alguns materiais podem ser 

esterilizados por irradiação, mas deve-se considerar que a irradiação pode vir a 

destruir algumas substâncias orgânicas, tais como pesticidas. O congelamento é 

simples e fácil, mas não é muito prático devido à dificuldade de transporte (MAIER et 

al., 1993).  

 Segundo LINSINGER et al. (2001), dois tipos de ensaios de estabilidade devem 

ser realizados: um estudo a temperatura elevada para elucidar eventual degradação 

durante o transporte e um segundo estudo deve ser realizado a temperatura de 

armazenamento para obter informações sobre a estabilidade durante  o 

armazenamento. 

Por conseguinte, há diversos parâmetros a serem considerados quando se 

assegura a qualidade do material a ser usado em um ensaio de proficiência e, 

notoriamente, os participantes do estudo interlaboratorial terão maior confiança nos 

itens de ensaio se o provedor garantir a homogeneidade e, também, estabilidade 

dessas amostras (ILAC, 2008). 
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CAPÍTULO I – AVALIAÇÃO DE EFEITOS DE MATRIZ EM 

ANÁLISE DE HPAs EM CACAU UTILIZANDO DILUIÇÃO 

ISOTÓPICA 

 

RESUMO 

Um procedimento para avaliar efeitos de matriz foi sistematizado e aplicado à análise 

de hidrocarbonetos aromáticos policíclicos em amêndoas de cacau. O método 

analítico baseou-se em cromatografia a gás acoplada à espectrometria de massa com 

diluição isotópica (CG-DIEM). Uma vez que as premissas da regressão foram 

confirmadas, as inclinações e os interceptos obtidos para as curvas de calibração 

tradicional e matrizada foram comparados pelo teste de t, com ou sem variâncias 

combinadas, dependendo do perfil das variâncias dos resíduos. Efeitos de matriz 

foram considerados quando as inclinações e/ou os interceptos diferiram 

significativamente. Foram observados efeitos de matriz significativos para as 

amêndoas de cacau. Esses resultados servem como advertência às práticas atuais 

em validação de métodos que envolvem DIEM e destacam a importância da avaliação 

de efeitos de matriz, mesmo quando se utiliza uma abordagem de diluição isotópica.  

Palavras-chave: Calibração. Efeitos translacionais e rotacionais. Validação de 

métodos. Espectrometria de massas. Hidrocarbonetos poliaromáticos. 
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ABSTRACT 

A procedure to evaluate matrix effects was systematized and applied to the analysis 

of polycyclic aromatic hydrocarbons in cocoa beans. The analytical method relied on 

gas chromatography coupled to mass spectrometry with isotope dilution (GC-IDMS). 

Once the regression assumptions were confirmed, the slopes and intercepts obtained 

for traditional and matrix-matched calibration curves were compared by the t-test, with 

or without combined variances, depending on the profile of the residual variances. 

Matrix effects were considered when the slopes and/or intercepts differed significantly. 

Significant matrix effects were observed for cocoa beans. These results serve as a 

warning to current practices in validation of methods that involve IDMS and highlight 

the importance of the matrix effect evaluation, even when using an isotope dilution 

approach.  

Keywords: Calibration. Translational and rotational effects. Method validation. Mass 

spectrometry. Polyaromatic hydrocarbons. 
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1 INTRODUÇÃO 

A seletividade é um parâmetro de desempenho relacionado com a capacidade 

de um método para detectar um componente particular, na presença de outros 

componentes de comportamento químico semelhante sob condições determinadas 

(VESSMAN et al., 2001). Esse atributo é essencialmente uma função do sistema de 

medição (VIM, 2012), mas pode variar de acordo com o tipo de analito alvo ou matriz 

(EC, 2002). A investigação da seletividade é particularmente importante em análise 

de gêneros alimentícios, os quais são considerados matrizes complexas (WOOD; 

THOMPSON, 1996). 

Um método analítico é enormemente simplificado quando as curvas de 

calibração tradicionais, preparadas como soluções simples dos analitos-alvo, são 

utilizadas. No entanto, os efeitos de possíveis interferências da matriz devem ser 

avaliados durante a validação do método, se essa estratégia é adotada (THOMPSON; 

ELLISON; WOOD, 2002). Embora a investigação desses efeitos seja relevante, 

alguns protocolos sobre validação de métodos, não consideram esse parâmetro (EC, 

2002; MAGNUSSON;ÖRNEMARK, 2014) ou não apresentam um procedimento 

detalhado por sua avaliação (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). Esse fato tem 

gerado um número substancial de publicações relacionadas com métodos analíticos 

que negligenciam o estudo desse parâmetro importante. 

Algumas estratégias para corrigir os efeitos de matriz são propostas na 

literatura, incluindo ajustar os passos analíticos, tais como a preparação da amostra, 

a extração, a limpeza, separação e detecção (BRUCE; MINKKINEN; RIEKKOLA, 

1998), resultando no desenvolvimento de um novo método analítico e consequente 

revalidação. As curvas de calibração externas ajustadas em função da matriz, a 

calibração interna (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002) ou a estimativa de uma 

função de correção (CUADROS-RODRÍGUEZ et al., 2003) também são 

recomendadas. 

Outra abordagem reconhecida para compensar os efeitos da matriz é a diluição 

isotópica-espectrometria de massas (DIEM) com padrões internos isotopicamente 

marcados (SARGENT; HARTE; HARRINGTON, 2002; PIHLSTRÖM; FERNÁNDEZ-

ALBA, 2013). O pressuposto básico dessa técnica é que as respostas relativas entre 
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o analito alvo e o análogo marcado permanecem constantes durante todo o 

procedimento analítico, o que elimina presumivelmente a necessidade de curvas de 

calibração ajustadas em função da matriz quando DIEM é utilizada 

(HEWAVITHARANA, 2011). 

Hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) constituem uma classe de 

compostos que são amplamente distribuídos no ambiente. HPAs são formados 

através da combustão incompleta ou de pirólise de matéria orgânica (BADOLATO et 

al., 2006). Sua presença nos alimentos é devido à contaminação ambiental (poluição 

atmosférica e aquática) e processos, tais como secagem, torrefação, fritura ou 

defumação (CARUSO; ALABURDA, 2008). 

HPAs são quantificados em amostras de alimentos, principalmente por meio de 

cromatografia a gás acoplada à espectrometria de massas (CG-EM) no modo de 

monitorização seletiva de íons (SIM) ou cromatografia líquida de alta eficiência com 

detector de fluorescência (CLAE-FL) (WENZL et al., 2006). No entanto, vários autores 

não apresentam dados sobre a avaliação dos efeitos de matriz durante a validação de 

métodos ao usar DIEM; em vez disso, eles empregaram curvas calibrações 

tradicionais para analisar HPAs em alimentos (VEYRAND et al., 2007; SÁNCHEZ-

BRUNETE; MIGUEL; TADEO, 2007; DILETTI et al., 2005). 

Em 2002, o Comitê Científico da Alimentação Humana (SCF) da Comissão 

Europeia identificou 15 HPAs como genotóxicos ou carcinogênicos (SCF, 2002). Em 

2005, o Comitê Misto FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA) indicou 

um décimo sexto composto, benzo(c)fluoreno, a ser monitorado em alimentos. 

Relatórios publicados pela Autoridade Europeia para a Segurança dos Alimentos 

(EFSA) indicou que o cacau é uma matriz importante em que os HPAs devem ser 

monitorados (EFSA, 2008). No processo de fabricação do chocolate, há algumas 

etapas críticas (secagem e torrefação, principalmente) durante as quais o cacau pode 

ser contaminado com HPAs e, como consequência, o próprio produto final, pode, 

também, estar contaminado com esses compostos (ZIEGENHALS et al., 2009). 

Considerando a complexidade e a importância da matriz de cacau e da ampla 

utilização de diluição isotópica na análise de HPAs, este estudo apresenta: i) um 

procedimento adequado e detalhado para avaliar os efeitos de matriz durante a 

validação de métodos, ii) a aplicação do processo na determinação de HPAs nessa 
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matriz utilizando CG-DIEM, e iii) uma análise crítica relacionada com a necessidade 

da avaliação de efeitos de matriz, mesmo quando se trata de diluição isotópica. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 EFEITOS DE MATRIZ 

O uso de soluções padrão simples para o preparo curvas-padrão (curvas de 

calibração) tradicionais sem primeiramente avaliar os efeitos de matriz assume que 

esses efeitos não existem. Em várias áreas de pesquisa, essa suposição é 

frequentemente inválida (MILLER; MILLER, 2010), especialmente em análises de 

alimentos. Prática contrária também pode ser adotada, ou seja, o uso de curvas de 

calibração de matrizadas sem avaliar previamente os efeitos de matriz e assumindo 

que existem esses efeitos. Embora nessa situação, o impacto sobre a confiabilidade 

dos resultados não é esperado; a compensação desses efeitos seria desnecessária. 

Nos ensaios de alta seletividade, como CG-EM em modo SIM, é menos 

provável que os picos co-eluídos irão interferir diretamente na quantificação do analito. 

No entanto, compostos co-eluídos não monitorados a partir da matriz podem perturbar 

a detecção de algumas substâncias (BANSAL; DESTEFANO, 2007). Dependendo de 

como a identidade do analito é estabelecida, interferências, podem inibir a sua 

detecção ou podem aumentar o seu sinal (MAGNUSSON; ÖRNEMARK, 2014; 

FAJGELJ; AMBRUS, 2000). 

Os efeitos de matriz podem ser classificados como rotacionais e translacionais. 

Um efeito rotacional ocorre quando outros constituintes na solução de teste afetam o 

tamanho do sinal obtido a partir do padrão. A extensão desse efeito para uma dada 

matriz é tipicamente proporcional ao sinal; altera a inclinação da função de calibração 

mas não o seu intercepto. Um efeito translacional emerge a partir de um sinal 

produzido pelas substâncias concomitantes presentes na solução teste, mas não a 

grandeza mensurada. É, por conseguinte, independente da concentração do analito e 

afeta o intercepto de uma função de calibração mas não a sua inclinação (ELLISON; 

THOMPSON, 2008). Erros sistemáticos proporcionais na quantificação são 

introduzidos, afetando a inclinação da curva de calibração, enquanto que os erros 

sistemáticos constantes são verificados quando a matriz afeta o intercepto 

(GONZÁLEZ et al., 2002). O efeito de ambos esses erros podem também estar 

presentes simultaneamente (BRUCE; MINKKINEN; RIEKKOLA, 1998). 
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2.2 EFEITOS DE MATRIZ EM PROTOCOLOS DE VALIDAÇÃO 

Uma avaliação dos efeitos de matriz é recomendada pelo protocolo 

harmonizado da Organização Internacional para Padronização / União Internacional 

de Química Pura e Aplicada / Associação de Químicos Analíticos Oficiais (ISO/ 

IUPAC/AOAC) (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). O Guia EURACHEM 

(MAGNUSSON;ÖRNEMARK, 2014) discute como interferências normalmente afetam 

a inclinação e o intercepto da curva de calibração diferentemente do analito de 

interesse. Além disso, esse guia considera que as faixas de trabalho e lineares são 

diferentes para diferentes matrizes de acordo com o efeito de interferências que 

surgem a partir da matriz. A decisão da Comissão Europeia (CE) 657/2002 (EC, 2002) 

recomenda a investigação de interferências de componentes da matriz. No entanto, a 

avaliação dos efeitos de matriz não é considerado um parâmetro de validação nos 

documentos da EURACHEM (MAGNUSSON;ÖRNEMARK, 2014) e EC / 657/2002 

(EC, 2002). 

 

2.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

O delineamento experimental para avaliação de efeitos de matriz consiste em 

preparar curvas de calibração tradicionais e curvas de calibração ajustadas em função 

da matriz, utilizando materiais de referência da matriz, amostras em branco (amostras 

livres de analitos alvo) adicionadas de solução padrão ou amostras com quantidades 

traço conhecidas de analitos. Um teste geral para efeitos de matriz consiste em 

adicionar padrão a uma solução de teste derivada de uma amostra típica em 

concentrações idênticas ou dentro da mesma faixa de concentrações da curva de 

calibração tradicional (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002; BRUCE; MINKKINEN; 

RIEKKOLA, 1998). Essas etapas asseguram que as quantidades e características dos 

interferentes presentes no extrato final de uma amostra são reproduzidas nas curvas. 

Esses experimentos avaliam as interferências a partir de materiais, reagentes e 

soluções utilizadas durante a preparação da amostra, além das interferências da 

própria matriz (SOUZA, 2007). 

Vários aspectos relevantes para o delineamento experimental para a avaliação 

os efeitos de matriz não são mencionados na literatura referente à validação 
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intralaboratorial. Em primeiro lugar, há exigência de que a preparação e a análise de 

curvas de calibração tradicionais e matrizadas tem de ser executadas na mesma 

batelada analítica ou em bateladas diferentes de análise sob condições pareadas. 

Embora essa consideração possa restringir o número de níveis de concentração ou 

repetições, devido a limitações técnicas, assegura que os experimentos de efeitos de 

matriz são realizados independentemente do conhecimento sobre a estabilidade das 

curvas de calibração em bateladas analíticas diferentes (SOUZA, 2007). 

O segundo aspecto está relacionado com o fato de que a solução de teste 

obtida não pode ser fortificada ao final do processo em certas análises de alimentos, 

por exemplo, quando é necessária uma etapa de derivatização prévia, e, portanto, 

pode ser difícil de se obter padrões de produtos de reação da derivatização. Nesses 

casos, analitos são adicionados à amostra durante os passos iniciais ou intermediários 

da análise, assumindo que os efeitos sobre as respostas não são relevantes. No 

entanto, nessa situação, as perdas de analito durante as etapas de análise 

intermediárias poderiam ser interpretadas como efeitos de matriz (SOUZA, 2007). 

O terceiro aspecto que deve ser considerado é que a adição de um volume 

excessivo de analito à solução de teste derivado de uma amostra típica deve ser 

evitada, porque a diluição pode comprometer a detecção de efeitos de matriz (SOUZA, 

2007). 

 

2.4 ANÁLISE DE DADOS 

Um teste de t é recomendado para comparar as médias dos valores obtidos 

nos ensaios de padrões de calibração com ou sem matriz em cada nível de 

concentração estudado (BRUCE; MINKKINEN; RIEKKOLA, 1998). Esse teste assume 

que os dados seguem uma distribuição normal; por conseguinte, a verificação de um 

pressuposto de normalidade é recomendada (ARMITAGE; BERRY, 2002). O teste de 

t pode ser aplicado usando as variâncias das amostras de cada grupo ou utilizando 

uma combinação das variâncias de ambos os grupos. Nesse último caso, a premissa 

relacionada com a homogeneidade das variâncias dos grupos deve ser verificada 

(SNEDECOR; COCHRAN, 1989). No entanto, em casos de pequeno tamanho da 

amostra (normalmente n = 3 para as curvas de calibração), a confiabilidade dos 



67 
 

ensaios de homogeneidade de variância é comprometida devido à alta correlação 

entre desvios dentro do mesmo grupo (SOUZA, 2007). Vários testes de t podem ser 

usado para fazer cada comparação desejada; no entanto, o risco de inflar muito a 

probabilidade de se obter um ou mais erros tipo I deve ser considerado. 

Quando o intervalo de concentrações estudado é relativamente estreito ou o 

erro analítico devido à concentração é considerado negligenciável, o teste de t 

pareado é recomendado. Esse teste apresenta a vantagem de envolver todo os níveis 

de concentração estudados (CUADROS-RODRÍGUEZ et al., 2003), embora também 

requer a verificação da normalidade e homoscedasticidade (THOMPSON; ELLISON; 

WOOD, 2002). 

Outra abordagem é uma comparação entre as inclinações estimadas para as 

curvas de calibração tradicional e matrizada (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002; 

BRUCE; MINKKINEN; RIEKKOLA, 1998; SOUZA; PINTO; JUNQUEIRA, 2007). Essa 

análise estatística é baseada no fato de que as interferências da matriz pode afetar a 

estimativa dos parâmetros de regressão. O teste de t é recomendado para 

comparação das inclinações e interceptos (ARMITAGE; BERRY, 2002; ANDRADE; 

ESTÉVEZ-PÉREZ, 2014). Essa abordagem apresenta a vantagem de avaliar todos 

os níveis estudados em conjunto. No entanto, além da premissa de normalidade, 

todas as premissas de regressão devem ser consideradas, incluindo o ensaio de falta 

de ajuste porque a comparação das inclinações e dos interceptos só pode ser aplicada 

a modelos lineares (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002; MAGNUSSON; 

ÖRNEMARK, 2014). Se a calibração é não-linear, métodos mais complexos são 

necessários para um teste de significância, ou a avaliação será limitada a uma 

comparação visual das curvas (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). 

Em 2003, Cuadros-Rodríguez et al. propuseram a verificação da presença de 

efeitos de matriz, comparando as curvas de calibração tradicionais e matrizadas para 

identificar quaisquer diferenças significativas entre as inclinações e os interceptos por 

análise de covariância (ANCOVA). No caso positivo, uma função de correção foi 

calculada a partir das curvas de calibração para simplificar o processo analítico. A 

aplicação dessa função com a curva de calibração tradicional permite a determinação 

dos valores de concentração corrigidos e evita a necessidade de calibrar, na presença 

de uma matriz em análises de rotina (CUADROS-RODRÍGUEZ et al., 2003). Esse 
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estudo representa o único registro na literatura relacionado à comparação de 

interceptos para avaliar efeitos de matriz. 

Inclinações e interceptos devem ser comparados para determinar se duas ou 

mais curvas de regressão são significativamente diferentes. Se as inclinações são 

significativamente diferentes, por conseguinte um efeito rotacional irá aparecer devido 

a um erro sistemático proporcional. Em contraste, se somente os interceptos 

comparados são significativamente diferentes, consequentemente o efeito de matriz 

só produz um erro sistemático constante que resulta em um efeito translacional. 

Quando inclinações e interceptos não são significativamente diferentes, o efeito de 

matriz não é relevante e não é necessário corrigir os resultados obtidos a partir da 

curva de calibração tradicional (ELLISON; THOMPSON, 2008). 

 

2.5 ESTRATÉGIAS PARA COMPENSAÇÃO DE EFEITOS DE MATRIZ 

 

2.5.1 Calibração externa 

A calibração externa é o tipo mais comum de calibração e consiste em preparar 

e analisar padrões de calibração separadamente à amostra (CUADROS-RODRÍGUEZ 

et al., 2007). Os padrões de calibração devem ser preparados em uma solução que 

corresponda à composição da solução da amostra, o tanto quanto possível (EC, 

2002). 

Quando não há efeitos de matriz significativos presentes, é aceitável se 

construir uma curva de calibração externa tradicional, sem a matriz. No entanto, se o 

efeito de matriz é significativo, então a curva de calibração externa deve ser matrizada 

(CUADROS-RODRÍGUEZ et al., 2003). Tal procedimento requer a disponibilidade de 

uma amostra branca típica (STÜBER; REEMTSMA, 2004; ZROSTLÍKOVÁ et al., 

2002), o que não é comum em análise de alimentos, principalmente quando se lida 

com analitos nativos. No entanto, essa abordagem não vai corrigir interferências 

cromatográficas causadas pela sobreposição ou picos não resolvidos de compostos 

co-extraídos. Além disso, quando os efeitos de matriz podem variar entre amostras, 

combinando os padrões de calibração com a matriz de todas as amostras se torna 
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pouco prático, e como resultado, uma calibração de adição de padrão é requerida 

(CUADROS-RODRÍGUEZ et al., 2007). 

 

2.5.2 Calibração interna 

A calibração interna consiste em preparar e analisar padrões de calibração que 

incluem a amostra (CUADROS-RODRÍGUEZ et al., 2007). 

 

2.5.2.1 Adição de padrão 

A adição padrão é uma técnica de calibração utilizada para superar os 

problemas derivados de efeitos de matriz. Essa técnica utiliza padrões de calibração 

preparados com os analitos alvo e adicionados à amostra. Ela baseia-se na análise 

de várias porções teste da amostra preparada por adição de quantidades crescentes 

de soluções padrão (CUADROS-RODRÍGUEZ et al., 2007). No entanto, esse método 

só é eficaz para corrigir os efeitos de matriz rotacionais; efeitos translacionais devem 

ser removidos antes da aplicação da técnica de adição de padrão (ELLISON; 

THOMPSON, 2008). Apesar das suas limitações, esse método pode ser aplicado para 

as matrizes que contêm os analitos alvo (ZROSTLÍKOVÁ et al., 2002). Em 2008, 

Ellison e Thompson estudaram o comportamento do método de adição de padrão sob 

uma condições diversas. Os melhores resultados foram obtidos com um único nível 

de analito adicionado no alto extremo da faixa linear. Além disso, esses autores 

sugerem que, para matrizes que contêm os analitos alvo, o padrão deve ser 

adicionado, pelo menos, quatro vezes a concentração nativa dos analitos na amostra 

(ELLISON; THOMPSON, 2008). A principal desvantagem desse método é que a 

calibração é necessária para cada amostra (CUADROS-RODRÍGUEZ et al., 2007), o 

que aumenta o trabalho analítico  de rotina, incluindo o tempo, os custos, e a produção 

de resíduos. 
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2.5.2.2 Diluição isotópica – espectrometria de massas (DIEM) 

A diluição isotópica é uma técnica que se baseia na diluição de um padrão 

interno isotopicamente marcado com o seu isótopo natural (analito) na amostra 

(FASSETT, 1995). A consequente razão das quantidades de ambos os isótopos é 

medida em uma porção da amostra, utilizando um espectrômetro de massas, em 

posse desse resultado, a concentração analito é então calculada (SARGENT; HARTE; 

HARRINGTON, 2002). A quantidade de analito é calculada a partir da alteração na 

razão isotópica induzida pela adição de uma quantidade conhecida de padrão 

isotopicamente marcado, que é quimicamente idêntico ao analito (HENRION, 1994). 

Espera-se que o padrão marcado com o isótopo elua ao mesmo tempo de 

retenção que o analito, por conseguinte, poderá experimentar a mesma supressão ou 

aumento de sinal (HEWAVITHARANA, 2011). Esse comportamento particular permite 

que o analista use a diluição isotópica para compensar os efeitos de matriz, tornando-

se uma justificativa para não avaliar esses efeitos durante a validação do método. 

A literatura disponível sobre esse assunto relata que quando o padrão 

isotopicamente marcado é adicionado à amostra no começo da extração, a substância 

marcada irá experimentar todas as alterações experimentadas pelo analito. Portanto, 

é utilizado não apenas para auxiliar na identificação dos picos cromatográficos, mas 

também para se determinar a eficiência de extração de compostos da amostra 

(HEWAVITHARANA, 2011), compensar as perdas de analitos durante determinadas 

fases do procedimento analítico (WANG; GUO, 2010). A principal vantagem dessa 

abordagem é a precisão superior que pode ser alcançada. 

Alguns autores indicam o uso de DIEM como uma ferramenta que compensa 

interferências. De acordo com Ellerbe et al. (1989), a DIEM fornece independência em 

relação à recuperação da amostra e compensa a presença de tendências e 

interferências. Considerando a abordagem de Hewavitharana (2011), espera-se que 

a preparação de padrões de calibração em uma matriz e as subsequentes etapas de 

extração complexas são desnecessárias quando se usam padrões marcados. 

A avaliação dos efeitos de matriz quando se usa de DIEM é pouco frequente 

na literatura (DU et al., 2012; LI et al., 2014). A maioria dos estudos tende a aceitar 



71 
 

que a abordagem DIEM é suficiente para cancelar os efeitos de matriz sem avaliar 

esse parâmetro importante. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 PROCEDIMENTO PROPOSTO 

3.1.1 Delineamento experimental 

O delineamento experimental para a avaliação dos efeitos de matriz para cada 

combinação analito-matriz ou para analitos e matrizes eleitos como representantes 

baseia-se na preparação de duas curvas de calibração como segue (HORWITZ, 2003; 

SOUZA; JUNQUEIRA, 2005) 

i) uma curva de calibração tradicional (curva do analito em solvente, sem a matriz); 

ii) uma curva de calibração matrizada (curva do analito em uma matriz, produzido a 

partir de soluções de teste adicionadas de soluções padrão de calibração). 

Cada curva deve ser preparada, pelo menos, em seis níveis de concentração 

igualmente espaçados com pelo menos dois, mas preferencialmente três repetições, 

independentes de cada nível (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). A faixa deve 

corresponder àquela em que a linearidade foi verificada. Quando não é possível 

preparar soluções em níveis igualmente espaçados, a presença de pontos de leverage 

deve ser avaliada antes da análise. O nível zero deve ser incluído apenas como uma 

ferramenta de controle de qualidade para a avaliação do ruído e como um ajuste 

instrumental zero. Esse ponto não está incluído na análise de regressão. 

A preparação e a análise de cada nível de concentração de ambas as curvas 

têm de ser realizadas em ordem aleatória com condições instrumentais controladas 

para evitar a contaminação cruzada. O ideal seria que a preparação e análise das 

curvas tradicionais e matrizadas devessem ser executadas na mesma batelada 

analítica (corrida). Quando isso não for possível, as soluções de calibração podem ser 

analisada em diferentes bateladas analíticas sob condições pareadas (SOUZA, 2007). 

Para a determinação simultânea de múltiplos analitos, a seletividade deve ser 

garantida. Em seguida, as condições analíticas e instrumentais para a separação, a 

detecção e quantificação desses compostos devem ser previamente ajustadas de 

modo que um dos analitos não comprometa a detecção e quantificação dos outros 

(SOUZA, 2007). 
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3.1.2 Análise de dados 

O segundo passo para a avaliação de efeitos de matriz inclui a análise de 

dados, apresentada na Figura I.1 (HORWITZ, 2003). 

Os dados experimentais obtidos para as curvas de calibração tradicional e 

matrizada são analisados pelo MMQO (método dos mínimos quadrados ordinários), 

com a verificação anterior das premissas de normalidade de resíduos (teste de Ryan-

Joiner), homocesdascidade (teste de Brown-Forsythe), independência de resíduos 

(teste de Durbin-Watson) e ajuste ao modelo linear (ANOVA), como descrito por 

Souza e Junqueira (2005). Uma vez que essas premissas não são confirmadas, 

consequentemente são recomendadas estatísticas não paramétricas ou uma restrição 

à comparação visual das curvas (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). 

Quando as premissas são confirmadas, um teste de F bilateral (SNEDECOR; 

COCHRAN, 1989) é usado para avaliar a homogeneidade das variâncias dos resíduos 

da regressão, comparando a hipótese nula em que as variâncias dos resíduos não 

diferem com a hipótese alternativa de que as variâncias dos resíduos são diferentes. 

Supõe-se que a razão entre as variâncias das curvas segue a distribuição de F 

(Equação 2) (SNEDECOR; COCHRAN, 1989): 

1

2

2

2

res

res

s
F

s
  

Equação 2 

em que 

s2res1 = variância dos resíduos da curva 1; 

s2res1 = variância dos resíduos da curva 2; 

F = estatística do teste. 
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Figura I.1 – Avaliação de efeitos de matriz 

 

Fonte: SOUZA, 2007. * As premissas de normalidade, homoscedasticidade e independência dos resíduos de regressão 

e o ajuste do modelo linear são requeridas. ** Diferenças significativas entre interceptos podem ser consideradas se a curva de 

calibração matrizada foi preparada com amostras conhecidamente brancas e correção do branco ou reagentes foi realizada.*** 

Para inclinações e interceptos significativamente diferentes, o uso de curvas de calibração matrizadas ou o método de adição 

de padrão nas etapas de validação subsequentes ou nas análises de rotina é recomendado. Linhas pontilhadas indicam etapas 

não consideradas pelo procedimento. 
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Quando o teste indica a homogeneidade de variância, as inclinações e 

interceptos das curvas tradicional e matrizada são comparadas utilizando o teste de t 

com variâncias combinadas (Equações 3 e 4). Esse teste compara a hipótese nula em 

que inclinações ou interceptos não diferem com a hipótese alternativa de que 

inclinações e interceptos são diferentes. A hipótese nula é rejeitada quando o bt  ou o 

at  calculados são maiores do que o valor crítico 
1 2(1 / 2, 4)n nt     (ARMITAGE; BERRY, 

2002): 

   

1 2

2 2
1 2

2 22 2
1 1 1 2 2 2

b

p p

i i i i

b b
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
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
    

 
Equação 3 

   

1 2

2 2 2 2
1 2

2 22 2
1 1 1 2 2 2

a

p i p i

i i i i

a a
t

s X s X

n X X n X X





 
 

   

 
Equação 4 

em que 

b1 = inclinação da curva 1 (tradicional); 

b2 = inclinação da curva 2 (matrizada); 

a1 = intercepto da curva 1 (tradicional); 

a2 = intercepto da curva 2 (matrizada); 

n1 = número de observações da curva 1 (tradicional); 

n2 = número de observações da curva 2 (matrizada); 

Xi1 = níveis de concentração da curva 1 (tradicional); 

Xi2 = níveis de concentração da curva 2 (matrizada); 

s2p = variância combinada. 

A Equação 5 é aplicada para estimar a variância combinada 2
ps : 
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1 2

2 2
1 22

1 2

( 2) ( 2)

4
res res

p

n s n s
s
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  


 
 

Equação 5 

Se a homogeneidade de variâncias não é observada, em seguida, o teste de t 

é empregado utilizando variâncias distintas, isto é, as variâncias amostrais de cada 

curva (Equações 6 e 7). As estatísticas de teste incluem as estatísticas t para 

contrastes entre inclinações bt  e as estatísticas t para contrastes entre interceptos at

, como se segue: 

   
1 2

1 2

2 2
1 2

2 22 2
1 1 1 2 2 2
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b b
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n s n s
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Equação 6 

   
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
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Equação 7 

A hipótese nula em que inclinações ou interceptos não diferem é comparada 

com a hipótese alternativa em que inclinações ou interceptos são diferentes, 

rejeitando a hipótese nula quando as estatísticas calculadas são maiores do que o 

valor crítico, conforme definido pela Equação 8. 

   

1 2

1 2

22 2

1 2

4 4

2 2
1 1 2 22 2

res res

res res

s s

n n

s s

n n n n



 
  

 


 

 

Equação 8 

Quando as diferenças não são significativas, conclui-se que não há efeitos de 

matriz e uma curva de calibração tradicional pode ser aplicada. Se houver indicação 

de que as inclinações ou os interceptos são significativamente diferentes, há efeitos 

de matriz e a curva de calibração matrizada (calibração externa) ou a calibração 

interna deve ser empregada durante as etapas de validação subsequentes e na 

análise de rotina. 
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Os efeitos de matriz relacionados com diferenças entre interceptos devem ser 

considerados se a amostra usada para obter a curva de calibração matrizada é 

conhecida por ser livre de analitos alvo ou, se é possível efetuar uma correção exata 

do conteúdo nativo de analito. 
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3.2 MATERIAL 

3.2.1 Padrões 

 Padrão de HPAs contendo uma mistura de 16 compostos prioritários pela EPA 

(Environmental Protection Agency Estados Unidos) (Accustandard, EUA) em 

uma concentração de 2 mg.mL-1 de cada composto: naftaleno, acenafteno, 

acenaftileno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, 

benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k) fluoranteno, 

benzo(a)pireno, indeno(1,2,3-cd)pireno, dibenzo(a, h)antraceno e benzo(g, h, 

i)perileno; 

 Padrão interno  isotopicamente marcado com 13C (Cambridge Isotope 

Laboratories, Reino Unido) contendo os mesmos 16 HPAs, em uma 

concentração de 5 μg.mL-1:  

 Padrão de seringa 13C-PCB-202 (Cambridge Isotope Laboratories, Reino 

Unido)  em uma concentração de 40 mg.mL-1, adicionado ao fim da extração. 

As soluções padrão de trabalho foram preparadas por diluição desses padrões 

com nonano (Sigma Aldrich, Alemanha) e em seguida foram armazenadas a -18 ° C. 

 

3.2.2 Solventes, reagentes e outros materiais 

 Hexano, grau para análise de dioxinas, PCBs e furanos (Fluka, Suíça);  

 Diclorometano grau Absolv (Tedia, EUA); 

 Dimetilformamida grau UV/CLAE (Vetec, Brasil)  

 Nonano grau espectrometria de massas (Sigma Aldrich, Alemanha).  

 Cloreto de sódio, grau P.A. (Vetec, Brasil); 

 Sílica gel, 70-230 mesh (Macherey-Nagel, Alemanha); 

 Terra diatomácea (Dionex, EUA). 
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3.2.3 Amostras 

Amostras de amêndoas de cacau (Theobroma cacao L.) secas naturalmente 

ao sol foram fornecidas pelo Mars Center of Cocoa Science (MCCS) no Brasil. Essas 

amostras foram trituradas em moinho de rotor de alta velocidade, modelo 

ultracentrífugo ZM 200 (Retsch, Alemanha), e tamisadas para um tamanho de 

partícula menor ou igual a 500 µm, utilizando peneiras de teste de 1000 e 500 µm 

(Retsch, Alemanha). Posteriormente, as amostras moídas foram homogeneizadas 

durante 4 horas em um misturador do tipo drum Marconi MA 160 (Marconi, Brasil), 

envasadas e mantidos sob a proteção da luz à temperatura ambiente.  

 

3.2.4. Equipamento 

As amostras foram extraídas e purificadas em equipamento de extração por 

solvente acelerada (ASE 350®; Dionex, EUA). As condições de extração nesse 

equipamento foram as seguintes: 100 º C temperatura do forno, dois ciclos de tempo 

estático 5 min, volume de enxaguamento 100 %, 50 s de tempo de purga e uma célula 

de extração 66 mL. Essas condições foram estabelecidas com base em estudo 

realizado por Pissinatti et al. (2015). Terra diatomácea foi adicionada a 2,0 g de 

amostras de amêndoas de cacau na célula de extração – em quantidade suficiente 

para preencher o volume restante da célula –, atuando como um agente dispersante 

e de secagem. As condições cromatográficas para determinação quantitativa dos 

HPAs estão representadas na Tabela I.1. 



80 
 

Tabela I.1 – Condições cromatográficas para a detecção de HPAs em amostras de 

cacau 

 Condições 

Cromatógrafo Focus GC (ThermoScientific, USA) 

Amostrador AS3000 auto sampler (Thermo Scientific, USA), 1.0 μL em injeção por 

splitless 

Gás de arraste Hélio  (pureza superior a 99.999 %), fluxo constante de 1.2 mL/min 

Injetor 300 ºC splitless, 2 min splitless time 

Liner 3 mm i.d., liner single taper de vidro para splitless preenchido com um plug 

de CarboFrit™ (Restek, USA) 

Coluna Coluna de silica fundida de 20 m x 0.18 mm i.d. x 0.14 mm DB-EUPAH 

(Agilent, USA) 

Rampa de temperatura 45 ºC (0.8 min) até 200 ºC (45 ºC/min), 2.5 ºC/min até 225 ºC, 3 ºC/min até 

266 ºC, 5 ºC/min até 300 ºC, 10 ºC/min até 310 ºC (11 min) 

Detecção Espectrômetro de massas Polaris Q (Thermo Scientific, USA) fonte de íons 

de impacto de elétrons (70 eV) a 250 ºC, linha de transferência a 280 ºC, 

modo Single Ion Monitoring (SIM)  

 

3.2.5. Procedimento analítico 

O procedimento de extração adotado tomou como base o estudo realizado por 

Pissinatti et al. em 2015, com algumas adaptações. O procedimento básico consistiu 

em combinar a amostra com uma quantidade conhecida de sílica gel e uma solução 

de hexano: diclorometano (85:15, v/v) foi utilizada como solvente de extração em uma 

célula de ASE. Em seguida, duas extrações liquido-líquido foram realizadas com uma 

solução de dimetilformamida (90 %, v/v), solução de cloreto de sódio (1%, m / v) e 

hexano, seguidas por uma etapa de clean up em coluna de sílica gel. Posteriormente, 

o extrato final foi concentrado sob uma corrente de nitrogênio, sendo adicionados 50 

µL de uma solução padrão de HPAs isotopicamente marcados a uma concentração 
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de 200 ng.mL-1 e 50 µL de uma solução de 200 ng.mL-1 do padrão de seringa (PCB 

202 13C). 

 

3.2.6. Avaliação de efeitos de matriz 

O procedimento proposto foi aplicado para avaliar os efeitos da matriz na 

análise de HPAs em amêndoas de cacau. Duas curvas de calibração externas de 

HPAs (uma curva calibração tradicional e uma curva de calibração ajustada em função 

da matriz de amêndoas de cacau) foram preparadas pela diluição das soluções de 

trabalho nas seguintes concentrações: 0,5, 0,75, 2,00, 3,50, 5,00, 6,50 e 8,00 µg.kg-1 

de amostra. O nível de concentração de 0,5 µg.kg-1 foi usado somente para a 

construção da curva de calibração do composto benzo(a)pireno, em substituição ao 

nível 0,75 µg.kg-1. A linearidade das curvas de calibração externas foi verificada de 

acordo com a Souza e Junqueira (2005), para cada HPA. 

A avaliação de efeitos de matriz só foi aplicada para oito HPAs de maior peso 

molecular (isto é, benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno, 

benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, indeno(1,2,3-cd)pireno, dibenzo(a,h)antraceno 

e benzo(g,h,i)perileno). Esses oito compostos foram selecionados de acordo com as 

recomendações do SCF e da EFSA sobre os HPAs que devem ser monitorado em 

amostras de alimentos (EFSA, 2008; SCF, 2002). As curvas de calibração externas 

foram preparadas pela diluição das soluções padrão de HPAs. As concentrações 

foram selecionadas com o objetivo de cobrir o nível máximo de benzo(a)pireno 

permitido em produtos de cacau (5,00 μg.kg-1) (EU, 2011a). Os padrões internos 

marcados com 13C e o padrão de seringa foram adicionados a cada nível, a uma 

concentração de 5,0 μg.kg-1. Essas alíquotas dos padrões marcados representam 

concentrações intermediárias na curva de calibração. A curva de calibração ajustada 

em função da matriz foi preparada por adição de padrões nos extratos de amostra 

finais. Os níveis de concentração foram preparados em triplicata para cada 

combinação matriz-analito. A preparação da curva de calibração e a determinação por 

CG-EM foram realizadas na mesma batelada analítica (mesmos dias), em ordem 

aleatória. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

As curvas de calibração tradicionais e matrizadas obtidas durante os ensaios 

de efeito de matriz de amostras de cacau são apresentadas na Figura I.2. Durante a 

avaliação da linearidade, as premissas de regressão (SOUZA; JUNQUEIRA, 2005) 

foram confirmadas para todos os analitos. Os resíduos da regressão seguiram uma 

distribuição normal (p > 0,10), foram homocedásticos (p > 0,05) e eram independentes 

(p > 0,10). A regressão foi significativa (p < 0,001) e não foi observada falta de ajuste 

ao modelo linear (p > 0,05). 
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Figura I.2 – Comparação entre as curvas de calibração tradicionais e 

matrizadas para oito analitos em amostras de amêndoas de cacau. 

 

(-■-) Curvas de calibração tradicionais preparadas com o analito em solvente, sem a matriz. (-◊-) Curvas de 

calibração matrizadas preparadas com o analito em soluções teste derivadas de amostras de amêndoas de cacau. 
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Os analitos criseno (p <0,001) e benzo(b)fluoranteno (p <0,01) apresentaram 

inclinações significativamente diferentes quando se comparam as curvas de 

calibração tradicionais e matrizadas (Tabela I.2). Esses resultados indicaram que para 

ambos os analitos, os compostos co-eluídos a partir da matriz provavelmente 

produziram um efeito de aumento que foi proporcional ao tamanho do sinal. Os valores 

de tb calculados foram maiores do que os valores tabelados (t) a um nível de confiança 

de 95%. Teoricamente, não eram esperados efeitos rotacionais quando se usa DIEM, 

porque o tamanho do sinal do analito e do seu isótopo marcado correspondente 

seriam igualmente afetados pelos constituintes da solução teste. 

Tabela I.2 – Comparação de inclinações e interceptos entre as curvas de 
calibração tradicional e matrizada para oito analitos 

Estatística 
Analito 

BaA Chr BbF BkF BaP Ind DahA BghiP 

 Homoscedasticidade 

F 1,046 2,494* 145,771*** 1,565 1,211 4,062** 2,359 1,239 

 Inclinação 

t(b) 1,796 7,431*** 4,989*** 1,915 0,483 1,762 0,484 1,690 

 Intercepto 

t(a) 10,527*** 3,510** 0,763 1,192 1,229 0,571 1,288 2,150* 

BaA = benzo(a)antraceno; Chr = criseno; BbF = benzo(b)fluoranteno; BkF = benzo(k)fluoranteno; BaP = benzo(a)pireno; Ind = indeno[1,2,3-

cd]pireno; DahA = dibenz(a,h)antraceno; BghiP = benzo(g,h,i)perileno; t(a) = estatística de t para contraste entre interceptos; t(b) = estatística de t 

para contraste entre inclinações; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. 

 

Criseno, benzo(a)antraceno e benzo(g,h,i)perileno (p < 0,05) apresentaram 

interceptos significativamente diferentes sobre o respectivo intervalo de concentração, 

esses dados poderiam ser atribuídos a possíveis efeitos de matriz translacionais. A 

coluna cromatográfica DB-EUPAH é conhecida por promover a separação entre os 

isômeros benzo(b)fluoranteno e benzo(j)fluoranteno, entretanto falta informação na 

separação entre os picos de trifenileno e criseno (BORDAJANDI et al., 2008; PLAZA-

BOLAÑOS; FRENICH; MARTÍNEZ VIDAL, 2010). Portanto, a presença de trifenileno 

pode ter sido responsável pela diferença nos interceptos da curvas de calibração do 

criseno, mas não pela diferença nas inclinações, pois é esperado que a presença de 

trifenileno possa originar um efeito translacional e constante, mas não um efeito 

rotacional. Em CG-EM, o aumento do sinal dos íons também pode resultar a partir de 
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compostos da matriz que bloqueiam os locais ativos do silanol no injetor ou coluna, 

resultando em menos moléculas do composto alvo adsorvidas, aumentando assim o 

seu sinal (ERNEY et al., 1993).  

Ao comparar as curvas tradicionais e matrizadas de benzo(a)antraceno (Figura 

I.2), pode-se verificar que a matriz suprimiu a resposta do analito. De acordo com 

Hajšlová e Čajka (2007), o "efeito de diminuição induzido pela matriz" é devido ao 

aumento do número de novos sítos ativos do silanol devido à acumulação gradual de 

compostos não voláteis da matriz na parte do injetor do cromatógrafo a gás e no início 

da coluna cromatográfica. O procedimento proposto e o uso de DIEM não podem lidar 

com os efeitos de matriz translacionais, os quais devem ser tratados separadamente. 

Cardone (1986) demonstrou que as correções em branco poderiam ser realizadas 

com base na determinação da verdadeira amostra em branco segundo procedimento 

proposto por Youden em 1947. A regressão linear é derivada da resposta de amostra, 

em seguida, estatísticas de intercepto e inclinação são adquiridas em que o intercepto, 

chamado Branco Total de Youden (TYB) ou amostra em branco verdadeira, 

representa o erro constante do método extrapolado para o nível da amostra zero. A 

resposta da amostra é então corrigida usando o TYB (CARDONE, 1986). Essa técnica 

pode ser utilizada como uma estratégia para subtrair a influência dos efeitos de matriz 

translacionais. 

Embora a literatura sobre as medidas de composições isotópicas por 

espectrometria de massa molecular não é profusa e os fatores que interferem com a 

precisão das medições de distribuição molecular de isótopos não foram ainda 

devidamente identificados (ALONSO; RODRÍGUEZ-GONZÁLEZ, 2013) alguns 

aspectos podem ser discutidos. Li et al. (2014), trabalhando com a técnica de CL-EM 

para determinação de cloranfenicol em leite em pó, que, embora tenha discutido que 

DIEM pode compensar os efeitos de matriz em certas situações, a matriz, a 

instrumentação e outros fatores ainda pode afetar a razão de área de pico entre analito 

e seu isótopo, consequentemente, levando a um resultado tendencioso. De acordo 

com Sargent, Harte e Harrington (2002), a corrente de íons dentro de um 

espectrômetro de massas não resulta de uma única espécie iônica, em muitas 

situações; íons de uma proporção semelhante de massa-carga podem representar 

uma interferência e têm a capacidade de aumentar o sinal. Quando um sinal de íons 

de um analito natural, sobrepõe-se com um íon de um análogo isotópico, as 
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determinações por DIEM podem estar sujeitas a uma tendência significativa. Outras 

fontes de erro na diluição isotópica incluem equilíbrio isotópico incompleto e 

discriminação isotópica (por exemplo, fracionamento de massa e erro de massa) 

(SARGENT; HARTE; HARRINGTON, 2002). 

Neste estudo, a matriz de cacau foi submetida a etapas de preparação da 

amostra, de extração e limpeza, e os extratos foram misturados, no final do 

procedimento, garantindo tempo suficiente para equilíbrio e minimizar ou evitar o 

fracionamento de massa. Além disso, a calibração externa compensa o erro de massa 

(SARGENT; HARTE; HARRINGTON, 2002). Por conseguinte, os íons presentes nos 

extratos de cacau, provavelmente são responsáveis pelo fracasso da DIEM para 

compensar os efeitos de matriz. Interferências espectrais são desenvolvidas pela 

presença de contribuições de outras substâncias que não sejam o analito mensuradas 

na m/z de interesse, e elas foram descritas quando a fonte de ionização por impacto 

de elétrons (IE) foi usada (RODRÍGUEZ-GONZÁLEZ et al. 2005; GONZÁLEZ-GAGO 

et al. 2011) . Essas interferências podem afetar a precisão nas medições de razão 

isotópica e poderiam ser responsáveis por erros na aplicação da técnica de DIEM. 

Portanto, se um pico desconhecido a partir da matriz gera íons de mesma m/z que os 

padrões de HPAs ou seus isótopos marcados durante o processo de ionização por IE, 

a identificação ou a quantificação pode ser afetada e provocar a falha da DIEM. Mais 

estudos são necessários para elucidar completamente o mecanismo desse tipo de 

erro no CG-EM. 

Como neste estudo, Li et al. (2014) encontraram diferentes perfis de efeitos de 

matriz quando estudaram diferentes marcas de leite em pó contendo compostos 

endógenos distintos. Estes resultados, também, estão de acordo com os achados de 

Belo et al. (2012), que observaram efeitos de matriz em um método para determinar 

sete HPAs em óleos comestíveis por CG-EM usando diluição isotópica, embora os 

autores não discutiram possíveis causas para esses efeitos. Yarita, Aoyagi e Otake  

(2015), utilizado CG-DIEM para a quantificação de pesticidas, também, verificaram 

que a presença da matriz na solução de calibração influenciou a razão de intensidades 

dos picos de medição, resultando em variações na inclinação da curva de calibração. 

Esses autores argumentaram que era necessário curva de calibração matrizada para 

a quantificação exata, mesmo se forem utilizados padrões internos marcados com 

isótopos para a calibração (YARITA; AOYAGI; OTAKE, 2015). 
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Além disso, o desvio dos efeitos de matriz em diferentes instrumentos de 

cromatografia líquida de alta eficiência acoplados a detectores de espectrometria de 

massas (CL-EM) com diferentes fontes de ionização foi verificado (LI et al., 2014). No 

presente estudo, foram utilizados instrumentos de CG-EM diferentes para o cacau e 

em relação à análise de amostras de café executadas por Pissinatti et al. (2015) cujo 

estudo não demonstrou efeitos de matriz, mesmo utilizando métodos de extração 

similares. Entretanto, as fontes de ionização e os analisadores de massas 

apresentaram o mesmo projeto (IE e ion trap). As bombas de vácuo (difusão vs. 

bomba turbo) constituem a única diferença notável entre os instrumentos de CG-EM 

e é improvável que sejam considerados como fatores que influenciam o desempenho 

analítico da DIEM. O que pode ser considerado, é uma provável contaminação da 

fonte de íons com compostos da matriz que não são retidos na coluna cromatográfica 

e poderiam conduzir a uma variação da resposta entre essas matrizes. 

Algumas publicações sobre DIEM não apresentaram dados sobre a avaliação 

dos efeitos de matriz durante a validação de método e empregaram uma curva de 

calibração tradicional. Em 2005, Dilletti et al. desenvolveram um método de CG-EM 

para a determinação de oito HPAs no óleo de bagaço de azeitona com padrões 

internos deuterados. O procedimento para a validação do método incluiu a avaliação 

da veracidade com um material certificado (óleo de coco), os limites de detecção, a 

precisão intra-dia (repetibilidade) e linearidade. Em 2010, Wang e Guo validaram um 

método analítico para a determinação de HPAs poluentes prioritários da EPA em óleo 

comestível por DIEM, utilizando três HPAs deuterados como padrões internos para a 

quantificação e controle de qualidade analítico. Esse método só foi validado para 

linearidade, limites de quantificação, veracidade e precisão. Em 2012, Yu et al. 

desenvolveram um método de DIEM para a quantificação de 16 HPAs em ervas 

medicinais utilizadas como aditivos em suplementos alimentares. Curvas de 

calibração tradicionais foram construídas, e os autores argumentaram que não houve 

efeitos de matriz porque os tempos de retenção de cada padrão e seu isótopo foram 

consistentes nos cromatogramas do total de íons de uma matriz em branco fortificada. 

Esse método foi aplicado para a análise de sete ervas medicinais chinesas tradicionais 

diferentes sem levar em conta os efeitos de matriz. Além dos estudos acima 

mencionados, Veyrand et al. (2007) avaliaram o desempenho de um método para a 

determinação de 19 HPAs em amostras de alimentos e de óleos com base em uma 
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abordagem de diluição isotópica, e não deixou claro como as curvas de calibração 

foram preparadas. 
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5 CONCLUSÃO 

Efeitos de matriz foram evidenciados para amostras de amêndoas de cacau, 

mesmo quando se utiliza CG-DIEM, demonstrando que, omitir tais ensaios quando se 

utiliza uma abordagem de diluição isotópica não é uma estratégia segura e pode 

comprometer a confiabilidade dos resultados. Caso não seja determinada a magnitude 

desses efeitos de matriz, o uso de uma curva de calibração tradicional durante uma 

análise de alimentos pode levar à rejeição de uma amostra apropriada para o consumo 

ou à aceitação de uma amostra imprópria. Esses resultados tendenciosos contribuem 

para o desenvolvimento de erros generalizados na determinação de HPAs em 

alimentos, o que poderá impactar significantemente a segurança alimentar e, portanto, 

a saúde do consumidor, pois esses compostos são potencialmente carcinogênicos e 

genotóxicos. 

Um número considerável de publicações que apresentam a validação de 

métodos para determinação de HPAs nos alimentos utilizando CG-DIEM não levam 

em conta o estudo dos efeitos de matriz, assumindo que esses não existem ou são 

inteiramente compensados pela utilização da diluição isotópica. No entanto, algumas 

interferências, como as interferências espectrais advindas de um pico cromatográfico 

desconhecido a partir da matriz, poderiam ser responsáveis por erros na DIEM, 

levando a resultados tendenciosos e contribuindo para o desenvolvimento de erros 

generalizados nessa área. Mais estudos são necessários para elucidar 

completamente o mecanismo dessas interferências em CG-DIEM. 
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CAPÍTULO II – VALIDAÇÃO INTRALABORATORIAL DE MÉTODO 

PARA DETERMINAÇÃO DE HPAs EM AMÊNDOAS DE CACAU 

 

RESUMO 

Um procedimento envolvendo extração acelerada por solvente com cromatografia a 

gás-espectrometria de massas foi otimizado para determinação de oito 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) prioritários em amêndoas de cacau. 

Os resultados dos delineamentos Plackett-Burman e Delineamento Composto Central 

Rotacional (DCCR) mostraram que três variáveis afetaram as recuperações dos HPAs 

durante as etapas de extração e purificação (tempo de agitação na segunda partição 

líquido-líquido, massa de sílica gel na coluna e volume de hexano para eluição de 

HPAs da coluna). Depois de obter condições otimizadas, uma validação 

intralaboratorial de método foi realizada. Linearidade foi obtida na faixa de 

concentrações de 0,5 a 8,0 μg.kg-1 de amostra, correspondendo a 1.25 to 20.0 μg.kg-

1 de cacau em base de gordura para benzo(a)pireno. Para os outros analitos, 

linearidade foi observada em 0,75 a 8,0 μg.kg-1 de amostra (1,88 a 20,0 μg.kg-1 de 

cacau em base de gordura). Efeitos de matriz foram significativos para criseno e 

benzo(b)fluoranteno. A precisão do método foi verificada, com desvios padrão 

relativos na faixa de 2,57 a 14,13 % e de 4,36 a 19,77 % em condições de 

repetibilidade e precisão intermediária, respectivamente. Recuperações médias dos 

oito HPAs se situaram na faixa de 74,99 a 109,73 %. Esses parâmetros, limites e 

incertezas de medição se adequaram ao critério de performance estabelecido pela 

legislação da União Europeia, exceto para o limite de detecção teórico do criseno. O 

método foi aplicado para a análise de oito amostras de amêndoas de cacau brasileiras 

e somente uma delas apresentou teor de HPAs acima do limite máximo definido por 

regulamento europeu. O método otimizado e validado é pretendido para uso como 

parte do programa oficial de monitoramento para contaminantes e resíduos em 

alimentos no Brasil. 

Palavras-chave: Cacau. Hidrocarbonetos poliaromáticos. Validação de métodos. 

Extração por solvente acelerada. Espectrometria de massas. 
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ABSTRACT 

An accelerated solvent extraction procedure with gas chromatography-mass 

spectrometry was optimized for determination for eight priority polycyclic aromatic 

hydrocarbons (PAHs) in cocoa beans. Plackett-Burman and Rotatable Central 

Composite Design (RCCD) showed that three variables affected the recoveries of 

PAHs during extraction and purification steps (time of agitation in the second liquid-

liquid partition, weight of silica gel in the column and volume of hexane for PAHs elution 

from column). After obtaining optimal conditions, a single laboratory method validation 

was carried out. Linearity was obtained in the concentration range from 0.5 to 

8.0 μg.kg-1 of sample, corresponding to 1.25 to 20.0 μg.kg-1 of cocoa in fat basis, for 

benzo[a]pyrene. For the other analytes, linearity was observed from 0.75 to 8.0 μg.kg-

1 of sample (1.88 to 20.0 μg.kg-1 of cocoa in fat basis). Matrix effects were significant 

for chrysene and benzo[b]fluoranthene. Precision of the method was verified with 

relative standard deviations ranging from 2.57 to 14.13 % and from 4.36 to 19.77 % 

under repeatability and intermediate precision conditions, respectively. Average 

recoveries of the eight PAHs ranged between 74.99 to 109.73 %. These parameters, 

limits and uncertainties of measurements met the performance criteria established by 

European Union regulations, except for the chrysene theoretical limit of detection. The 

method was applied to the analysis of eight samples of Brazilian cocoa beans and only 

one of them presented PAHs content above the maximum limit defined by the 

European Union legislation. The optimized and validated method is intended to be 

used as part of the Brazilian official monitoring program for contaminants and residues 

in food. 

Keywords: Cocoa. Polyaromatic hydrocarbons. Method validation. Accelerated 

solvent extraction. Mass spectrometry. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é uma espécie originária da América do Sul 

e é uma árvore tropical de um clima chuvoso, que cresce entre cinco e oito metros de 

altura e quatro a seis metros de diâmetro de copa (SILVA NETO et al., 2001). As 

sementes de cacau apresentam grande relevância econômica, pois o seu principal 

produto, o chocolate, cujo mercado está aumentando enormemente, é considerado 

um dos alimentos mais preferidos dentre os consumidores, principalmente crianças 

(KUMARI et al., 2012; KUMARI et al., 2013). Entre os anos de 2011 e 2012, o Brasil 

foi o quinto maior produtor mundial de cacau e o primeiro em seu continente (ICCO, 

2014). Entretanto, desde a década de 1980 até o início de 2000, a produtividade e a 

exportação brasileiras de cacau e produtos derivados mostraram uma redução 

expressiva. A crise no cultivo brasileiro de cacau pode ser atribuída a uma variedade 

de fatores, incluindo a extensa devastação causada pela doença da vassoura-de-

bruxa (Crinipellis perniciosa) que afetou os cacaueiros (FIORAVANTI; VELHO, 2011). 

Ações implantadas pela Comissão Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira 

(CEPLAC) têm reestabelecido a participação brasileira no mercado internacional do 

cacau. Porém, a qualidade desses produtos é de importância fundamental, 

especialmente em relação aos níveis de resíduos e contaminantes. 

 O processo de obtenção de produtos derivados de cacau envolve uma etapa 

de secagem dos grãos fermentados (amêndoas) cujo objetivo é a conservação do 

produto pela redução do teor de umidade. A secagem do cacau é realizada por um 

dos seguintes métodos ou pela combinação de ambos (RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 

2011): i) secagem natural sob o sol em esteiras, bandejas, chãos de concreto ou 

barcaças (plataformas de madeira achatadas, lisas e horizontais com telhados 

móveis) (ICCO, 2015; OETTERER; REGITANO-D’ARCE; SPOTO, 2006); ii) secagem 

artificial usando estufas ou secadores artificiais aquecidos por madeira ou material 

vegetal queimados, usados apenas durante a temporada chuvosa (LOWOR et al., 

2012). Após a secagem, as amêndoas de cacau são geralmente envasadas e estão 

prontas para transporte até a planta de produção de chocolate (SALTINI; AKKERMAN; 

FROSCH, 2013). 
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 A contaminação de amêndoas de cacau por hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos (HPAs) é favorecida quando a secagem é realizada no asfalto ou betumem 

no sol, em secadores artificiais que usam lenha queimada ou combustíveis fósseis 

(querosene ou óleo diesel) e, também, durante o armazenamento e transporte em 

sacos de juta ou sisal que tenham sido tratados com óleo mineral (ZIEGENHALS; 

SPEER; JIRA, 2009; MISNAWI, 2012;). A contaminação de produtos de cacau, 

portanto, resulta de práticas inadequadas de secagem de amêndoas e o fato de que 

a manteiga de cacau não é geralmente refinada como outros óleos e gorduras 

vegetais (EU, 2011a). 

 Dentre os contaminantes orgânicos de alimentos, HPAs constituem uma classe 

de compostos importante, largamente distribuídos no meio ambiente. Os humanos 

são expostos aos HPAs pelo ar e ingestão de água, mas, a exposição ocorre com 

maior frequência por alimentos contaminados (WENZL et al., 2006). Essa 

contaminação pode vir de ambos polução ambiental, a qual ocorre em frutas, 

hortaliças e grãos cultivados em regiões industriais, e de etapas de processamento, 

como defumação, torrefação, grelhagem, fritura e secagem, as quais permitem 

contato direto entre alimentos e produtos de combustão (PLAZA-BOLAÑOS; 

FRENICH; MARTÍNEZ VIDAL, 2010; CAMARGO; ANTONIOLLI; VICENTE, 2011;).  

 A presença desses contaminantes representa um risco potencial à saúde 

humanda porque os HPAs aumentam o risco de câncer em humanos. A 

carcinogenicidade dos HPAs está associada com a complexidade da molécula, ou 

seja, com o aumento do número de anéis aromáticos e com a ativação metabólica 

para reativar intermediários e sua subsequente ligação covalente a alvos críticos no 

DNA humano (BOSTRÖM et al., 2002). Em 2002, o Comitê Científico em Alimentos 

(SCF) da Comissão Europeia identificou 15 HPAs como genotóxicos e carcinógenos 

a serem monitorados em alimentos e em 2005, a Junta FAO/OMS do Comitê de 

Experts em Aditivos de Alimentos (JECFA) indicaram um décimo sexto composto 

(EFSA, 2008). Atualmente, 16 HPAs são, também, incluídos na lista de poluentes 

prioritários da Agência de Proteção Ambiental (EPA) americana (2014). Oito desses 

compostos são comuns à lista de prioritários da União Europeia e, portanto, atraem 

grande preocupação com relação à saúde. Com o objetivo de minimizar a exposição 

humana, a União Europeia regula um nível máximo de benzo(a)pireno em amêndoas 

de cacau e produtos derivados de cacau de 5,0 μg.kg-1 em base de gordura. Níveis 
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máximos para a soma de benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno e criseno foram 

estabelecidos em 30,0 μg.kg-1 em base de gordura (EU, 2011a). 

 Pesquisas publicadas pela Autoridade Europeia em Segurança de Alimentos 

(EFSA) destacaram o cacau como uma matriz importante na qual HPAs devem ser 

monitorados (EFSA, 2008). Entretanto, publicações relacionadas aos métodos 

analíticos para determinação em amêndoas de cacau estão restritas aos trabalhos 

publicados por Wandan, Elleingand e Ndouba (2011) and Raters e Matissek (2014). 

Em ambos os trabalhos, o método de análise e sua performance não foram o objeto 

principal de estudo. O primeiro estudou a formação de um único HPA, benzo(a)pireno, 

durante a secagem pela aplicação de diferentes métodos. O método de análise 

consistiu em uma extração por Soxhlet com diclorometano seguida de purificação com 

coluna de sílica gel e determinação por cromatografia a gás-espectrometria de 

massas (CG-EM) (WANDAN; ELLEINGAND; NDOUBA, 2011). Raters e Matissek 

(RATERS; MATISSEK, 2014) investigaram HPAs em vários produtos de cacau e 

chocolate, incluindo amêndoas de cacau, porém o escopo analítico foi restringido para 

os quatro compostos citados na legislação europeia (EU, 2011a): benzo(a)antraceno, 

criseno, benzo(b)fluoranteno e benzo(a)pireno. O método proposto envolvia um 

procedimento de extração em fase sólida (EFS) para extração e purificação e 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) acoplada a detector de fluorescência 

(FL) para a separação e determinação desses quatro HPAs (RATERS; MATISSEK, 

2014). 

 Quando se considera os produtos de cacau, outras abordagens analíticas 

foram propostas. Extração líquido-líquido com volumes reduzidos de n-hexano e 

purificação subsequente com coluna de sílica gel foi reportada para determinar HPAs 

em doces de chocolate por Kumari et al. (2012). Em 2013, esses autores propuseram 

um método baseado em microextração em fase sólida (MEFS) para o mesmo escopo 

analítico (KUMARI et al., 2013). Um método utilizando extração assistida por 

ultrassom (EAU) com acetonitrila, seguida de cromatografia de permeação em gel 

(CPG) foi publicado por Wang e Guo (2010) com o objetivo de se quantificar HPAs em 

óleos comestíveis, incluindo manteiga de cacau. Em 2009, Ziegenhals et al. (2009) 

aplicaram a técnica de extração acelerada por solvente (ASE) com o propósito de 

extrair HPAs de amostras de chocolate com CPG subsequente e EFS, embora 

nenhum adsorvente foi adicionado na célula de ASE. O uso de ASE fornece uma série 
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de vantagens como automação e redução do tempo de extração, permitindo uma 

etapa de purificação simultânea (VEYRAND et al., 2007).  

CG-EM foi usado para separação e determinação de HPAs em produtos de 

cacau (KUMARI et al., 2012, 2013; WANG; GUO, 2010; ZIEGENHALS et al., 2009). 

Cromatografia líquida (acoplamento LC-LC) equipada com FL foi também descrita 

como método de separação e detecção em estudos cujo objetivo principal foi 

identificar fontes de contaminação em cacau e produtos de cacau (LOWOR et al., 

2012; MISNAWI, 2012). As técnicas de espectrometria de massas (EM) são bastante 

sensíveis para a análise de HPAs devido à projeção de picos de grandes íons 

moleculares ou à pouca fragmentação em fontes de ionização comuns. Além disso, 

CG-EM é, muitas vezes, mais precisa do que métodos convencionais de detecção 

para a quantificação dos HPAs, pois as interferências de compostos coeluídos são 

minimizadas pela natureza seletiva do detector (POSTER et al., 2006). 

 Portanto, dada a necessidade de monitorar os níveis de HPAs em amêndoas 

de cacau, usando um método otimizado e confiável, como uma ação de promoção da 

segurança alimentar baseando-se nessa cadeia produtiva, os objetivos desse estudo 

foram: i) otimizar e validar um método com extração e purificação simultâneas por 

ASE e determinação por CG-EM de oito HPAs de alto peso molecular nessa matriz 

alimentar; ii) aplicar o método proposto em uma pesquisa preliminar da contaminação 

do cacau brasileiro, subsidiando a expansão de programas oficiais de monitoramento 

do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA). 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DE MÉTODO ANALÍTICO 

2.1.1 Material 

2.1.1.1 Amostras 

A amostra de amêndoas de cacau usada na etapa de validação do método, 

previamente fermentada e seca naturalmente, foi fornecida pela empresa Mars Brasil, 

uma divisão da Mars Incorporated, situada no estado da Bahia. As amêndoas foram 

moídas em moinho ultracentrífugo Retsch, modelo ZM200 (Restch GmbH, Haan, 

Alemanha), equipado com peneira de furos trapezoidais de 2,00 mm. O pó resultante 

da moagem foi então tamisado em peneira de aço inox de 500 μm (Restch GmbH, 

Haan, Alemanha), homogeneizado em misturador drum Marconi MA 160/4 (Marconi, 

Brasil) por um período de 4 horas e posteriormente acondicionado em sacos plásticos 

de polietileno e armazenado em temperatura ambiente ao abrigo da luz. Essa amostra 

foi considerada branca após análise, não apresentando teor detectável de HPAs. 

Em relação às amostras utilizadas para o estudo de aplicação do método, 

essas foram adquiridas comercialmente, em quantidade mínima de 250 g, oriundas 

de diferentes fornecedores de cacau do estado da Bahia.  

 

2.1.1.2 Solventes e reagentes 

 Todos os solventes e reagentes utilizados apresentaram grau de pureza 

adequado, ou seja, foram usados apenas solventes e reagentes destinados à 

cromatografia gasosa (grau CG) ou à análise de resíduos (grau para análise de 

resíduos - PAR) ou, ainda, à espectrometria de massas e cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE). Os solventes e reagentes utilizados, de acordo com o método 

proposto estão relacionados abaixo: 

 Hexano grau HPLC/Spectro ou grau para análise de dioxinas, PCBs e furanos 

(Tedia Company Inc., EUA; Fluka, Alemanha) ; 

 Dimetilformamida grau UV/HPLC (Vetec, Brasil); 
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 Terra diatomácea (Dionex, EUA); 

 Cloreto de sódio grau PA ACS (Vetec, Brasil); 

 Sílica gel 60 para Cromatografia em Coluna 0,063-0,2 mm (Macherey-Nagel, 

Alemanha); 

 Diclorometano grau Absolv (Tedia Company Inc., EUA). 

2.1.1.3 Padrões 

 Foram adquiridos padrões de HPAs de concentração e pureza adequadas para 

análise em CG-EM. Os padrões certificados adquiridos foram os padrões dos 16 HPAs 

considerados prioritários pela EPA (Environmental Protection Agency), sendo eles: 

acenafteno; acenaftileno; antraceno; benzo(a)antraceno; benzo(b)fluoranteno; 

benzo(k)fluoranteno; benzo(a)pireno; benzo(g,h,i)perileno; criseno; 

dibenzo(a,h)antraceno; fenantreno; fluoranteno; fluoreno; indeno (1,2,3-cd)pireno; 

naftaleno; pireno. Entretanto, somente 8 dos 16 HPAs citados acima foram objetos 

desse estudo, sendo eles:  benzo(a)antraceno; benzo(b)fluoranteno; 

benzo(k)fluoranteno; benzo(a)pireno; benzo(g,h,i)perileno; criseno; 

dibenzo(a,h)antraceno; indeno (1,2,3-cd)pireno (Accustandard, EUA). 

Foram, ainda, adquiridos padrões certificados dos compostos acima citados, 

porém, marcados com carbono-13 para serem usados como padrões internos de 

acordo com o método da diluição isotópica (Cambridge Isotope Laboratories, Reino 

Unido). O padrão 13C-PCB-202 (Cambridge Isotope Laboratories, Reino) foi usado 

como o padrão de seringa (concentração de 40 mg.mL-1) o qual foi adicionado ao final 

da extração. As soluções de uso foram preparadas por diluição em nonano (Sigma 

Aldrich, Alemanha) e armazenadas sob congelamento a -18oC. 
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2.1.1.4 Equipamentos 

A extração dos HPAs das amostras de amêndoas de cacau foi realizada por 

extração por solvente acelerada (ASE) em equipamento ASE, modelo 350® (Dionex, 

USA). 

Os equipamentos utilizados para a evaporação de solventes e consequente 

concentração de volumes dos extratos foram o evaporador rotatório Multivapor™ P-6 

(BÜCHI Labortechnik AG, Alemanha), o sistema de evaporação automática 

TurboVap® II (Biotage, Suécia) que utiliza banho-maria com temperatura controlada 

e fluxo de nitrogênio direcional com pressão controlada e o Reacti-Vap™ (Thermo 

Scientific, EUA), que consiste em uma placa de metal aquecida a temperatura 

controlada e fluxo de nitrogênio direcional. 

 A separação e análise dos HPAs das amostras estudadas foram realizadas em 

CG-EM com analisador do tipo ion-trap instalado na unidade de Pedro Leopoldo do 

Laboratório Nacional Agropecuário (LANAGRO-MG), na Unidade Instrumental II CG-

EM. 

 

2.1.2 Método 

2.1.2.1 Extração de HPAs 

A metodologia de extração de HPAs das amêndoas de cacau foi baseada no 

estudo de Pissinatti et al. (2015), o qual desenvolveu um método de extração por 

solvente acelerada (ASE) para a determinação de HPAs em café torrado.  

A amostra foi pesada em celas de extração do equipamento de ASE, acima de 

uma camada de adsorvente (sílica gel ativada). Foi adicionada quantidade apropriada 

de uma mistura de padrões internos de HPAs marcados com 13C ou de padrões 

nativos, quando necessário. Acima da amostra, foi adicionada quantidade suficiente 

de terra diatomácea para ocupar espaço restante na cela de extração. Nas duas 

extremidades da cela de extração foram colocadas camadas de papel de filtro 

qualitativo, para evitar a migração de sólidos para o extrato. 
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A cela de extração foi transferida ao equipamento de ASE (Dionex, USA) e os 

HPAs das amostras foram extraídos com solução de hexano:diclorometano (85:15), 

de acordo com condições previamente determinadas por Pissinatti et al. (2015), 

apresentadas na Tabela II.1. 

Tabela II.1. Condições de extração do equipamento de ASE (PISSINATTI et al., 

2015) 

Parâmetros Condições de extração ASE 

Temperatura 100º C 

Tempo estático de extração 5 min 

Volume de rinsagem  100 % 

Tempo de purga 50 s 

Ciclos de extração 2 

 

 Após essa etapa, o extrato foi coletado em frascos adequados para uso no 

equipamento, acoplados com tampa e septo de borracha. Transferiu-se o extrato para 

frascos de multivapor, lavando-se as paredes das garrafas extratoras, e submeteu-se 

à evaporação do solvente até o volume aproximado de 50 mL. Esse volume foi 

transferido para provetas de 100 mL, lavando-se, novamente, as paredes do frasco. 

O volume medido foi destacado na proveta e transferido para funil de separação de 

250 mL. O mesmo volume de dimetilformamida 90 % v/v foi transferido para o funil de 

separação e a partição foi realizada, agitando-se vigorosamente o funil. 

 Posteriormente, a camada inferior foi recolhida e a superior, correspondente ao 

hexano, foi descartada. Novamente, transferiu-se a camada inferior para o funil, 

juntamente com o mesmo volume de solução de cloreto de sódio 1 % m/v. Adicionou-

se 50 mL de hexano e agitou-se vigorosamente mais uma vez, por tempo 

determinado. A camada inferior foi desprezada e a camada superior foi recolhida em 

frascos de multivapor.  

 O excesso de solvente foi evaporado em evaporador rotatório até o volume 

aproximado de 5 mL. Esse volume foi transferido para coluna de vidro, montada com 
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lã de vidro, papel de filtro e sílica gel 10 % hidratada. Procedeu-se à purificação do 

extrato e à eluição do HPAs com volume determinado de hexano. Finalmente, o 

extrato foi recolhido em frascos de Turbo Vap e concentrado sob fluxo de nitrogênio 

até o volume aproximado de 50 uL. Após concentração, adicionou-se volume 

apropriado de padrão de seringa e injetou-se no CG-EM. O padrão de seringa foi 

utilizado como controle para verificação das condições cromatográficas e para o 

cálculo de recuperação do padrão isotopicamente marcado. 

 

2.1.2.2 Determinação de HPAs 

 Os HPAs foram detectados e quantificados por CG-EM, sob as condições 

definidas nos experimentos de otimização do método. A coluna cromatográfica 

utilizada foi uma coluna DB-EUPAH de 20 m de comprimento, 0,18 mm de diâmetro 

interno e 0,14 mm de espessura do filme (Agilent, EUA). O hélio foi utilizado como gás 

de arraste. As temperaturas da fonte de ionização, do injetor, da linha de transferência, 

o fluxo de gás hélio e a rampa de temperaturas foram otimizadas durante os 

experimentos. 

 

2.1.3 Desenvolvimento e otimização 

2.1.3.1 Definição das condições cromatográficas 

Foram preparadas soluções padrões dos HPAs a serem estudados e, em 

seguida, foram avaliados os perfis dos cromatogramas por CG-EM, resolução e altura 

dos picos sob diferentes condições. Foi estabelecida a resolução ótima para cada 

composto para o máximo de sinal do analito. Dessas análises, foram definidas as 

condições cromatográficas ideais.  

Foram, também, avaliados o perfil dos íons característicos do(s) analito(s) 

pesquisado(s) e o fator de resposta relativo (FRR) quando da utilização de compostos 

isotopicamente marcados como padrões internos. 
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2.1.3.2 Limite de detecção do equipamento 

 O procedimento para estabelecer o limite de detecção envolveu a preparação 

de soluções padrões dos 8 HPAs a serem estudados, em concentrações diferentes. 

Essas soluções foram injetadas em concentrações cada vez menores, em duplicata, 

e a solução de menor concentração detectável foi identificada. A massa injetada da 

solução de menor concentração foi considerada como limite de detecção do 

equipamento.  

No caso do método objeto de estudo desse trabalho, que analisa mais de um 

composto (8 HPAs), o limite de detecção do equipamento foi definido para cada 

composto pesquisado, individualmente. 

 

2.1.3.3 Definição de condições de extração e purificação 

 Este experimento consistiu em avaliar a recuperação dos analitos, adicionados 

às amostras brancas, nas várias etapas do procedimento, variando condições 

experimentais da extração e purificação. 

O delineamento experimental inicial compreendeu um esquema do tipo fatorial 

fracionado, Plackett-Burman, incluindo sete variáveis independentes (massa da 

amostra, massa de sílica na cela de extração, tempos de agitação do funil de 

separação, massa de sílica na coluna de vidro, volume de condicionamento da coluna 

e volume de eluição), sendo testadas em diferentes níveis (Tabela II.2), com doze 

ensaios mais quatro repetições do ponto central. Todos os reagentes utilizados nos 

experimentos se encontravam armazenados e foram utilizados em temperatura 

ambiente (23 ± 3º C). 

Após definição dos fatores que mais influenciavam os resultados, foi utilizado o 

delineamento com compostos centrais rotacionais (DCCR), para se definir as 

condições experimentais mais ideais, que originavam maior recuperação dos analitos. 

O nível de significância adotado foi α = 0,05. Os resultados obtidos nos planejamentos 

Plackett-Burman e DCCR foram analisados utilizando-se o programa STATISTICA 10 

(Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA). 
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Tabela II.2 – Níveis reais e codificados das variáveis estudadas no 

delineamento do tipo Plackett-Burman 

Variáveis 
Níveis 

-1 0 1 

Massa de sílica na cela 
de extração (g) – X1 

16 18 20 

Massa da amostra (g) – 
X2 

2 3 4 

Tempo de agitação 1 - 
do funil de separação 
(min) – X3 

1 2 3 

Tempo de agitação 2 - 
do funil de separação 
(min) – X4 

1 2 3 

Massa de sílica na 
coluna de vidro (g) – X5 

5 7,5 10 

Volume de 
condicionamento (mL) 
– X6 

10 15 20 

Volume de eluição (mL) 
– X7 

50 75 100 

 

2.1.3.4 Determinação de lipídios totais pelo método de extração por solvente 

acelerada (ASE) 

 A determinação de lipídios totais da amêndoa de cacau foi realizada pela 

técnica de extração por solvente acelerada (ASE), visto que o resultado final da 

quantificação de HPAs nesse tipo de amostra deve ser expresso em μg por kg de 

gordura, de acordo com o regulamento 835/2011 (EU, 2011a). O método de extração 

baseou-se em estudo publicado por DIONEX (2004) que objetivou a determinação de 

lipídios totais em amostras de pó de cacau, e, para se estabelecer as condições do 

equipamento durante a extração por solvente acelerada, utilizou-se o mesmo método 

de extração de HPAs de café torrado (PISSINATTI et al., 2015). Pesou-se exatamente 

cerca de 2 g de amostra em uma cela de extração de volume igual a 33 mL, onde 

foram colocados anteriormente, 2 tiras de papel de filtro qualitativo em sua 

extremidade inferior. Pesou-se, também, a mesma massa de terra diatomácea, que 
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funciona como agente secante e dispersante. O conteúdo da cela foi homogeneizado 

com uma espátula e, antes do fechamento da mesma, foram colocadas 2 outras tiras 

de papel de filtro qualitativo em sua extremidade superior. As condições de extração 

foram as mesmas apresentadas na Tabela II.1. 

 

2.1.4 Validação de método 

2.1.4.1 Preparo das amostras 

A solução padrão preparada com 16 HPAs prioritários segundo a EPA (EPA, 

2014) incluindo 8 HPAs a serem monitorados em alimentos de acordo com a União 

Europeia (EFSA, 2008) foi adicionada às amostras brancas de amêndoas de cacau. 

Os níveis de concentração estudados foram estabelecidos considerando o limite de 

detecção do equipamento para os compostos pesquisados, o limite de desempenho 

do método segundo legislação (EC, 2007; EU 2011b) e os limites permitidos dos 

compostos – teores máximos de benzo(a)pireno (EU, 2011a) 

 

2.1.4.2 Linearidade sem interferência da matriz 

A linearidade do método analítico foi avaliada durante ensaios com curvas de 

calibração dos analitos, conforme procedimento proposto por Souza e Junqueira 

(2005). Após a definição da faixa de interesse, soluções dos analitos foram 

preparadas em 7 níveis de concentração, incluindo o nível máximo permitido de 

benzo(a)pireno (5,0 μg.kg-1), de acordo com o Regulamento (EU) 835/2011 (EU, 

2011a). Os níveis testados foram igualmente espaçados (exceto pelo nível 0,75 μg.kg-

1 que foi preparado no caso do nível 0,5 μg.kg-1 não mostrasse resultados 

satisfatórios), sendo três replicatas verdadeiras e independentes de cada nível, 

preparadas e lidas em ordem aleatória. Brancos de solvente foram preparados, em 

triplicata, para todas as curvas como ferramenta de controle de qualidade interno e 

ajuste do zero do equipamento. Primeiramente, os outliers foram detectados pelo teste 

de Jacknife e os parâmetros das curvas foram estimados pelo método dos mínimos 

quadrados ordinários, sendo verificadas as premissas de normalidade (teste de Ryan 

& Joiner), homoscedasticidade (teste de Brown & Forsythe), independência dos 



104 
 

resíduos da regressão (teste de Durbin & Watson), significância da regressão e 

adequação do ajuste ao modelo linear (ANOVA).  

 

2.1.4.3 Efeitos de matriz 

 

Para avaliar os efeitos de matriz, o método de adição de padrão foi utilizado. 

Duas curvas de calibração foram preparadas, com mesmas concentrações dos 

analitos, em triplicatas verdadeiras (três alíquotas independentes), sendo uma curva 

preparada com o solvente (curva tradicional) e a outra em extratos de amêndoas de 

cacau (curva matrizada). As curvas foram, também, avaliadas como foi descrito para 

o estudo da linearidade. 

Para avaliar o efeito de matriz, as inclinações das duas curvas de calibração, 

obtidas em um mesmo dia, foram comparadas utilizando o teste t de Student 

(SNEDECOR & COCHRAN, 1989; SOUZA, 2007; THOMPSON; ELLISON; WOOD, 

2002). Conforme procedimento descrito no Capítulo I deste trabalho. 

 

2.1.4.4 Seletividade  

Para avaliar a seletividade do método, os seguintes aspectos foram verificados 

de acordo com Thompson; Ellison; Wood (2002):  

(a) a capacidade do método de determinar e diferenciar compostos 

quimicamente similares aos 8 HPAs estudados, sendo realizada pela adição 

concomitante de outros HPAs não-prioritários da EPA e que podem ser encontrados 

em alimentos (EFSA, 2008);  

(b) a análise de um número adequado de amostras brancas (em número total 

de 21), verificando possíveis interferências na região de eluição dos HPAs (EC, 2002). 
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2.1.4.5 Veracidade e recuperação 

Não houve disponibilidade de MRC para avaliar a veracidade dos 8 HPAs nas 

amostras de amêndoas de cacau. Foram utilizadas amostras adicionadas de padrão 

para avaliação da recuperação.  

Os 8 HPAs estudados foram adicionados à amostra branca de modo a obter 

concentrações em 3 níveis que continham o limite permitido de benzo(a)pireno e/ou, 

de preferência os níveis equivalentes a 0,5, 1 e 1,5 vezes esse limite. Foram 

estudados, portanto, os níveis 2,5; 5,0 e 7,5 μg.kg-1. 

Foram preparadas e analisadas 6 replicatas dessas amostras adicionadas de 

padrão e a concentração detectada foi calculada. Posteriormente, foram realizados o 

cálculo da porcentagem de recuperação, tratamento de valores extremos (teste de 

Grubbs), cálculo da recuperação média, do desvio padrão e do coeficiente de variação 

(CV) em cada nível de fortificação (EC, 2002; SOUZA, 2007). A média das 

recuperações deve estar de acordo com o Regulamento 836/2011 (EU, 2011).  

 

2.1.4.6 Repetibilidade e reprodutibilidade intralaboratorial  

Os 8 HPAs estudados foram adicionados a amostra branca de modo a obter 

concentrações em 3 níveis que continham o limite permitido de benzo(a)pireno e/ou, 

de preferência os níveis equivalentes a 0,5, 1 e 1,5 vezes esse limite. Foram 

preparadas e analisadas 6 replicatas dessas amostras, sob condições de 

repetibilidade, e a concentração detectada foi calculada (EC, 2002). 

O procedimento descrito para avaliação da repetibilidade foi repetido mais duas 

vezes para a determinação da reprodutibilidade intralaboratorial, sob condições de 

reprodutibilidade intralaboratorial (dias diferentes, utilizando soluções padrão e 

reagentes diferentes, operadores diferentes, representando as condições de 

aplicação do método) (EC, 2002).  

A repetibilidade e reprodutibilidade foram avaliadas pela comparação dos 

valores de CV obtidos, por análise de variância (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 

2002), com os descritos nos Regulamentos (EC) 333/2007 e (EU) 836/2011 (EC, 

2007; EU, 2011b) e com o previsto pela equação de Horwitz (HORWITZ, 1980). 
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2.1.4.7 Limite de detecção do método de análise (LOD)  

 O procedimento para estabelecer o limite de detecção (LOD) foi realizado pela 

análise de no mínimo 20 amostras de amêndoas brancas, sendo estabelecido o limite 

de detecção teórico, que é numericamente igual à média das leituras somado de três 

vezes o desvio-padrão da média desses ensaios. 

 

2.1.4.8 Limite de Quantificação (LOQ) 

A obtenção do limite de quantificação (LOQ) foi realizada de duas maneiras: (a) 

pela análise de no mínimo 20 amostras de amêndoas de cacau brancas, sendo 

estabelecido o LOQ teórico, que é numericamente igual à média das leituras somado 

de seis ou dez vezes o desvio-padrão da média desses ensaios; (b) foi considerado 

como LOQ real o menor nível de adição em que o analito pesquisado for detectado 

pelo equipamento, que atenda aos requisitos de % de recuperação e CV descritos 

como aceitáveis nos Regulamentos 333/2007 e 836/2011 (EC, 2007; EU, 2011b).  

 

2.1.4.9 Incerteza de medição 

 Para calcular a incerteza da curva de calibração, a seguinte equação (Equação 

9) foi utilizada: 

 

 

 2 2 2 2

2

2 cov ,
amostra

a analCC b analCCRI
calib

u u c u c a b
u

b

  
                                                        Equação 9 

 

Em que: 

- uRIamostra é a resposta instrumental para a amostra; 

- ua = sa  ou saw é a incerteza do intercepto;  

- ub = sb ou sbw é a incerteza da inclinação  
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- cov(a,b) ou cov(aw,bw), covariância entre o intercepto e a inclinação da reta de 

calibração 

  

Foi realizada uma avaliação de quais fontes de incerteza deveriam ser 

consideradas e se haveria necessidade de incluir outra fonte. As incertezas foram 

somadas para se obter a incerteza combinada final.  

Como critério para avaliação da incerteza calculada, foi utilizada uma 

abordagem adequada para uso para avaliar se o método de análise é adequado. 

Métodos adequados devem produzir resultados com incertezas de medidas padrão 

menores do que a incerteza de medida padrão máxima. 

Para expressão final do resultado da medição, foi utilizada a incerteza 

expandida (U). A incerteza expandida é obtida multiplicando-se a incerteza combinada 

(uc) pelo fator de abrangência, k (k=2, α=0,05) (ELLISON; WILLIAMS, 2012) (Equação 

10). 

                                                                                         Equação 10 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 DEFINIÇÃO DAS CONDIÇÕES CROMATOGRÁFICAS 

 As condições cromatográficas definidas para o estudo foram baseadas em nota 

técnica publicada por Smith e Lynam (2010) que utilizaram a mesma coluna 

cromatográfica específica para os HPAs prioritários em alimentos pela União 

Europeia. Algumas condições foram adaptadas e otimizadas, de acordo com os 

valores de área e a resolução dos picos cromatográficos. As condições 

cromatográficas definidas para as análises de HPAs em amêndoas de cacau estão 

representadas na Tabela II.3. 

Tabela II.3 – Condições cromatográficas definidas para as análises de HPAs 

em amêndoas de cacau após testes preliminares 

 Condições Cromatográficas 

Cromatógrafo a gás: Focus GC (ThermoScientific, USA) 

Injetor automático: AS3000 auto sampler (Thermo Scientific, USA),  volume de injeção de 1,0 μL no 

modo splitless 

Gás de arraste: Hélio (pureza maior que 99.999%), fluxo constante a 1,2 mL/min 

Condições do injetor: Temperatura de 300º C, tempo de splitless de 2 min 

Liner do injetor: Liner de vidro para splitless de 3 mm de diâmetro interno, com afunilamento único 

com um plug de CarboFrit™ (Restek, USA) em seu interior 

Coluna cromatográfica: Coluna de silica fundida de 20 m de comprimento x 0,18 mm de diâmetro interno x 

0,14 mm de espessura do filme DB-EUPAH (Agilent, USA) 

Rampa de temperaturas: 45º C (0,8 min) até 200º C (45º C/min), 2.5º C/min até 225o C, 3o C/min até 266o C, 5o 

C/min até 300o C, 10o C/min até 310o C (11 min) 

Detecção: Espectrômetro de massas Polaris Q (Thermo Scientific, USA), fonte de impacto de 

elétrons (70 eV) a uma temperatura de 250º C, linha de transferência a 280º C, modo 

de detecção Single Ion Monitoring (SIM), analisador de massas do tipo ion trap 
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3.2 LIMITE DE DETECÇÃO DO EQUIPAMENTO 

 Na Tabela II.4, estão representados os LODs do equipamento para cada um 

dos oito HPAs estudados, obtidos através de diluições sucessivas de soluções 

padrão. Foi considerado o menor nível detectado aquele que produzia picos 

cromatográficos de relação sinal/ruído maior ou igual a 3.  

 

Tabela II.4 – Limite de detecção do equipamento para cada HPA pesquisado 

Analito Limite de detecção do equipamento (pg) 

Benzo(a)antraceno 20 

Criseno 20 

Benzo(b)fluoranteno 20 

Benzo(k)fluoranteno 20 

Benzo(a)pireno 20 

Indeno(1,2,3-cd)pireno 27 

Dibenzo(a,h)antraceno 27 

Benzo(g,h,i)perileno 20 

 

 

3.3 DEFINIÇÃO DAS CONDIÇÕES DE EXTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO 

3.3.1 Delineamento Plackett-Burman 

 A matriz com os valores codificados das variáveis independentes e os 

resultados do delineamento experimental do tipo Plackett-Burman para as respostas 

dos oito HPAs estudados estão apresentadas nas Tabelas II.5 e II.6 (respostas = 

recuperação). Anteriormente à extração, as amostras foram adicionadas de padrão 

de HPAs no nível de concentração de 5 μg.kg-1. Foram preparadas soluções de 

calibração no mesmo nível de concentração, em triplicata, para cálculo das 

recuperações. As recuperações dos HPAs nesse experimento foram calculadas de 

acordo com a resposta do padrão de seringa nas amostras e na solução de calibração, 

como se segue (Equação 11): 
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100Re 




PCSa

ScPa
P AA

AA
c         Equação 11 

sendo, 

RecP = recuperação do padrão de HPAs (%) 

APa = área do padrão de HPAs na amostra 

ASc = área do padrão de seringa na solução de calibração 

ASa =  área do padrão de seringa na amostra 

APc = área do padrão de HPAs na solução de calibração 

(EPA, 1994; ROSE et al., 2007) 
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Tabela II.5 – Matriz do delineamento experimental do tipo Plackett-Burman 

(valores codificados) e respostas em recuperação para quatro HPAs 

 Variáveis independentes Recuperação (%) 

Ensaio X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 BaA Cris BbF BkF 

1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 66,72 69,93 63,70 66,17 

2 1 1 -1 1 -1 -1 -1 67,01 80,51 72,40 66,68 

3 -1 1 1 -1 1 -1 -1 0,60 1,21 0,28 0,49 

4 1 -1 1 1 -1 1 -1 74,67 79,42 68,07 78,10 

5 1 1 -1 1 1 -1 1 62,59 81,70 72,07 66,56 

6 1 1 1 -1 1 1 -1 0,35 1,42 0,36 0,33 

7 -1 1 1 1 -1 1 1 71,25 87,53 79,77 73,99 

8 -1 -1 1 1 1 -1 1 78,06 86,32 76,34 78,14 

9 -1 -1 -1 1 1 1 -1 9,95 9,44 0,62 0,55 

10 1 -1 -1 -1 1 1 1 57,23 68,18 58,18 58,85 

11 -1 1 -1 -1 -1 1 1 48,68 58,72 51,56 53,39 

12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 69,91 75,62 68,15 67,34 

13 0 0 0 0 0 0 0 69,91 75,62 68,15 67,34 

14 0 0 0 0 0 0 0 60,95 60,74 56,76 64,67 

15 0 0 0 0 0 0 0 63,74 74,81 65,66 72,28 

16 0 0 0 0 0 0 0 66,44 72,88 71,18 73,37 

X1: massa de sílica na cela de extração (g); X2: massa da amostra (g); X3: tempo de agitação 1 - do funil de 
separação (min); X4: tempo de agitação 2 - do funil de separação (min); X5: massa de sílica na coluna de vidro 
(g); X6: volume de condicionamento (mL); X7: volume de eluição (mL); BaA: benzo(a)antraceno; Cris: criseno; 

BbF: benzo(b)fluoranteno; BkF: benzo(k)fluoranteno. 
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Tabela II.6 – Matriz do delineamento experimental do tipo Plackett-Burman 

(valores codificados) e respostas em recuperação para quatro HPAs 

 Variáveis independentes Recuperação (%) 

Ensaio X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 BaP Ind DahA BghiP 

1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 63,11 57,39 62,96 59,92 

2 1 1 -1 1 -1 -1 -1 68,63 72,95 22,02 72,24 

3 -1 1 1 -1 1 -1 -1 0,42 0,47 0,70 1,67 

4 1 -1 1 1 -1 1 -1 70,16 60,96 33,15 68,30 

5 1 1 -1 1 1 -1 1 63,24 64,38 69,98 66,98 

6 1 1 1 -1 1 1 -1 0,39 0,38 3,05 0,55 

7 -1 1 1 1 -1 1 1 75,01 74,74 81,85 84,10 

8 -1 -1 1 1 1 -1 1 75,31 87,41 73,29 78,00 

9 -1 -1 -1 1 1 1 -1 4,91 1,13 2,80 1,30 

10 1 -1 -1 -1 1 1 1 55,89 44,66 52,96 53,62 

11 -1 1 -1 -1 -1 1 1 50,22 43,80 35,12 43,88 

12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 64,64 68,87 57,93 60,90 

13 0 0 0 0 0 0 0 64,64 68,87 57,93 60,90 

14 0 0 0 0 0 0 0 58,91 55,18 59,64 59,04 

15 0 0 0 0 0 0 0 64,39 62,05 69,22 70,05 

16 0 0 0 0 0 0 0 69,53 67,93 69,46 69,57 

X1: massa de sílica na cela de extração (g); X2: massa da amostra (g); X3: tempo de agitação 1 - do funil de 
separação (min); X4: tempo de agitação 2 - do funil de separação (min); X5: massa de sílica na coluna de vidro 
(g); X6: volume de condicionamento (mL); X7: volume de eluição (mL); BaP: benzo(a)pireno; Ind: indeno(1,2,3-

cd)pireno; DahA: dibenzo(a,h)antraceno; BghiP: benzo(g,h,i)perileno. 

 Analisando os resultados das Tabelas II.5 e II.6, foi possível calcular o efeito 

das sete variáveis estudadas na recuperação dos oito HPAs, os quais estão 

apresentados nos diagramas de Pareto das Figuras II.1 e II.2.  
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Figura II.1 – Diagramas de Pareto do efeito dos fatores estudados sobre a 

recuperação do benzo(a)antraceno (A), criseno (B), benzo(b)fluoranteno (C) e 

benzo(k)fluoranteno (D) nos experimentos com delineamento experimental do 

tipo Plackett-Burman. 

 

 A Figura II.1 permite a observação de que três variáveis apresentaram efeitos 

estatisticamente significativos (p ≤ 0,05) sobre a recuperação do criseno, sendo elas: 

massa de sílica na coluna de vidro (g), o volume de hexano para eluição dos HPAs na 

coluna de vidro (mL) e o segundo tempo de agitação do funil de separação (min). 

Entretanto, para os demais analitos representados, apenas as duas primeiras 

variáveis (massa de sílica e volume de eluição) apresentaram efeitos estatisticamente 

significativos (p ≤ 0,05). Em todos os casos, a massa de sílica apresentou efeito com 

sinal negativo e o volume de eluição, sinal positivo. Esse fenômeno pode ser explicado 

pela capacidade aumentada de retenção de HPAs pela sílica quando se usam massas 

maiores, entretanto, quando se usam maiores volumes de solvente, os HPAs são mais 

facilmente eluídos. O tempo da segunda agitação do funil de separação (em minutos), 

durante a partição entre a solução de dimetilformamida 90 % v/v, a solução de cloreto 

C D 

A B 
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de sódio 1 % m/v e o solvente hexano, influenciou positivamente o resultado da 

recuperação do composto criseno. 

Figura II.2 – Diagramas de Pareto do efeito dos fatores estudados sobre a 

recuperação do benzo(a)pireno (A), indeno(1,2,3-cd)pireno (B), 

dibenzo(a,h)antraceno (C) e benzo(g,h,i)perileno (D) nos experimentos com 

delineamento experimental do tipo Plackett-Burman. 

 

 Pela observação dos diagramas de Pareto da Figura II.2, verifica-se que os 

perfis de significância dos efeitos não diferiram muito dos analitos representados na 

Figura II.1. Novamente, três variáveis apresentaram efeitos significativos (p ≤ 0,05) 

sobre a recuperação do benzo(g,h,i)perileno, duas sobre benzo(a)pireno e 

indeno(1,2,3-cd)pireno e apenas uma variável com efeitos significativos sobre a 

recuperação do dibenzo(a,h)antraceno.    

  

A B 

C D 
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Esse resultado significa que o criseno e o benzo(g,h,i)perileno foram os 

compostos que apresentaram mais dificuldade em serem extraídos pela fase orgânica 

(hexano) da partição, apresentando, talvez uma afinidade maior pela fase aquosa do 

que o restante dos HPAs analisados. 

Por conseguinte, as variáveis independentes selecionadas para a realização 

da segunda etapa do delineamento experimental foram: tempo de agitação 2 do funil 

de separação (X4), massa de sílica na coluna de vidro (X5) e volume de eluição (X7), 

pois foram as únicas que apresentaram resultado estatisticamente significativo. 

 As condições das variáveis restantes foram estabelecidas analisando as 

informações obtidas pelos diagramas de Pareto (Figuras II.1 e II.2) e as recuperações 

dos ensaios individualmente. A massa da amostra (X2) foi fixada em 2 g, visto que 

durante os experimentos, quando se utilizou uma massa superior a esse valor foi 

observada uma tendência de formação de emulsão durante a partição com a solução 

de dimetilformamida 90 % v/v, o que torna a análise mais demorada.  

Já a massa de sílica na cela do equipamento de ASE (X1), por se verificar 

influencia positiva e negativa nos resultados, foi consolidada em 16 g, o menor nível, 

pois houve preocupação com a recuperação do dibenzo(a,h)antraceno, que se 

apresentou um pouco maior nos ensaios em que se utilizou a massa de 16 g (Figura 

II.2). Além disso, essa variável foi uma das que menos influenciou os resultados, 

portanto a escolha de qualquer um dos níveis poderia ser justificada. Essa pequena 

influência pode ser verificada pela simples observação dos diagramas de Pareto 

(Figuras II.1 e II.2). 

Assim como a massa de sílica, o tempo de agitação (X3) da partição entre a 

solução de hexano:diclorometano (85:15) e a solução de dimetilformamida 90 % v/v, 

também, apresentou pequena influência sobre os resultados (Figuras II.1 e II.2), 

sendo fixado o maior valor, 3 minutos, pelo mesmo motivo anteriormente apresentado: 

os valores de recuperação do dibenzo(a,h)antraceno (Figura II.2). 

O volume de condicionamento da sílica na coluna de vidro (X6) estabelecido foi 

o nível intermediário, do ponto central, de 15 mL. Durante os experimentos foi 

observado que um volume inferior a 15 mL não era suficiente para passar por toda a 
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camada de sílica presente na coluna e ainda originar um pequeno volume adicional 

acima da camada, para onde as amostras são transferidas. 

 

3.3.2 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 

 A segunda etapa do delineamento consistiu na construção de um delineamento 

do tipo composto central rotacional com as três variáveis significativas (X4, X5 e X7) 

selecionadas após a análise dos resultados do delineamento Plackett-Burman. Nessa 

etapa, além dos níveis superiores e inferiores (+1, -1) apresentados na matriz do 

delineamento fracionado, foram incluídos os níveis axiais (+α, -α), conforme mostrado 

na Tabela II.7, para obtenção da curva do máximo absoluto. Abaixo dos valores 

calculados para os níveis axiais, em parênteses, estão colocados os níveis reais 

utilizados durante o experimento por questões de limitações práticas. 

Tabela II.7 – Níveis e variáveis do delineamento composto central rotacional 

(DCCR) 

Variáveis 
Níveis 

-1,68179 -1 0 +1 +1,68179 

Tempo de 
agitação 2 - 
do funil de 
separação 
(min) – X4 

0,318207 

(0,5)* 
1 2 3 

3,681793 

(4,0)* 

Massa de 
sílica na 
coluna de 
vidro (g) – X5 

3,29552 

(3,30)* 
5 7,5 10 

11,70448 

(11,70)* 

Volume de 
eluição (mL) – 
X7 

32,9552 

(35)* 
50 75 100 

117,0448 

(120)* 

*Níveis reais utilizados durante os experimentos. 

 Ao todo, foram realizados dezoito ensaios incluindo os três fatores (X4, X5 e X7), 

em único bloco, com quatro pontos centrais. A análise foi feita em ordem aleatória. A 

matriz com os valores codificados das variáveis independentes e os resultados do 

DCCR para as respostas dos oito HPAs estudados estão apresentadas nas Tabelas 

II.8 e II.9. As recuperações variaram de 2,16 % (dibenzo(a,h)antraceno) a 107,02 % 

(benzo(k)fluoranteno). 
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Tabela II.8 – Matriz com valores codificados das variáveis independentes e 

resultados do DCCR, em recuperação (%), para o benzo(a)antraceno, criseno, 

benzo(b)fluoranteno e benzo(k)fluoranteno 

Ensaio 
Variáveis independentes Recuperação (%) 

X4 X5 X7 BaA Cris BbF BkF 

1 -1 -1 -1 78,12 83,72 89,96 98,15 

2 -1 -1 1 83,40 94,69 102,57 107,02 

3 -1 1 -1 66,53 69,85 23,11 31,25 

4 -1 1 1 89,89 86,10 87,63 92,07 

5 1 -1 -1 80,60 87,31 84,43 93,86 

6 1 -1 1 79,29 84,42 82,05 89,37 

7 1 1 -1 54,80 55,09 17,49 24,64 

8 1 1 1 77,04 87,08 91,60 80,84 

9 -1,68179 0 0 72,00 80,59 76,34 80,08 

10 1,68179 0 0 79,83 86,09 88,61 92,48 

11 0 -1,68179 0 79,52 87,54 77,96 86,11 

12 0 1,68179 0 73,69 76,93 62,11 72,55 

13 0 0 -1,68179 70,53 70,82 51,25 55,44 

14 0 0 1,68179 86,00 91,83 90,51 97,20 

15 0 0 0 83,34 86,97 92,79 96,31 

16 0 0 0 72,09 82,11 74,39 82,34 

17 0 0 0 82,06 88,24 94,17 83,67 

18 0 0 0 68,52 80,27 67,20 72,60 

X4: tempo de agitação 2 - do funil de separação (min); X5: massa de sílica na coluna de vidro (g); X7: volume de 
eluição (mL); BaA: benzo(a)antraceno; Cris: criseno; BbF: benzo(b)fluoranteno; BkF: benzo(k)fluoranteno. 
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Tabela II.9 – Matriz com valores codificados das variáveis independentes e 

resultados do DCCR, em recuperação (%), para o benzo(a)pireno, indeno(1,2,3-

cd)pireno, dibenzo(a,h)antraceno e benzo(g,h,i)perileno 

Ensaio 
Variáveis independentes Recuperação (%) 

X4 X5 X7 BaP Ind DahA BghiP 

1 -1 -1 -1 86,92 75,01 81,74 90,80 

2 -1 -1 1 99,00 92,27 102,94 102,26 

3 -1 1 -1 59,17 9,93 2,16 39,57 

4 -1 1 1 85,93 72,96 78,31 90,71 

5 1 -1 -1 85,12 78,53 81,59 81,72 

6 1 -1 1 80,54 71,52 80,10 78,80 

7 1 1 -1 43,41 7,95 3,70 26,72 

8 1 1 1 78,42 74,91 73,71 76,22 

9 -1,68179 0 0 74,83 69,48 67,63 71,62 

10 1,68179 0 0 89,38 79,15 79,08 94,83 

11 0 -1,68179 0 76,30 79,81 70,82 73,97 

12 0 1,68179 0 76,14 58,70 3,31 74,95 

13 0 0 -1,68179 76,11 34,23 4,06 65,84 

14 0 0 1,68179 86,48 83,30 90,75 85,57 

15 0 0 0 93,19 86,85 93,57 99,04 

16 0 0 0 73,82 64,92 66,29 72,76 

17 0 0 0 86,47 82,97 90,48 83,36 

18 0 0 0 61,73 59,59 65,67 65,81 

X4: tempo de agitação 2 - do funil de separação (min); X5: massa de sílica na coluna de vidro (g); X7: volume de 
eluição (mL); BaP: benzo(a)pireno; Ind: indeno(1,2,3-cd)pireno; DahA: dibenzo(a,h)antraceno; BghiP: 

benzo(g,h,i)perileno. 
 

Os diagramas de Pareto a seguir (Figuras II.3 e II.4) ilustram graficamente a 

influência das variáveis independentes (tempo de agitação 2, massa de sílica na 

coluna de vidro e volume de eluição) sobre os valores de recuperação dos HPAs 

analisado, considerando-se significativas aquelas cujas barras horizontais 

ultrapassam as linhas em vermelho, representativas para intervalo de confiança de 
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95 % (p< 0,05), sendo os termos lineares associados à letra L e os termos quadráticos 

com Q. 

Figura II.3 – Diagramas de Pareto do efeito dos fatores estudados sobre a 

recuperação do benzo(a)antraceno (A), criseno (B), benzo(b)fluoranteno (C) e 

benzo(k)fluoranteno (D) nos experimentos com delineamento experimental do 

tipo DCCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

C D 
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Figura II.4 – Diagramas de Pareto do efeito dos fatores estudados sobre a 

recuperação do benzo(a)pireno (A), indeno(1,2,3-cd)pireno (B), 

dibenzo(a,h)antraceno (C) e benzo(g,h,i)perileno (D) nos experimentos com 

delineamento experimental do tipo DCCR. 

 

 Através da observação dos perfis dos diagramas de Pareto para cada analito, 

verifica-se que o tempo de agitação do funil de separação, durante a partição entre a 

solução de dimetilformamida 90 % v/v, a solução de cloreto de sódio 1 % m/v e o 

solvente hexano (tempo de agitação 2 – X4) não apresentou influência significativa 

sobre a recuperação dos HPAs, tanto na forma quadrática (Q), quanto na forma linear 

(L). Portanto, por razões práticas, esse tempo de agitação foi fixado em 3 minutos. 

Entretanto, a massa de sílica na coluna de vidro (X5), em sua forma linear, apresentou 

efeito significativo para cinco analitos, exceto benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno e 

benzo(g,h,i)perileno. Em todos os casos, a influência dessa variável foi negativa para 

a recuperação dos analitos, ou seja, quanto menor a massa de sílica, menor a 

retenção dos analitos por esse adsorvente. Já o volume de hexano para eluição da 

coluna de sílica (X7), na forma linear (L), apresentou influência significativa e positiva 

D C 

B A 
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sobre o resultado de seis analitos, exceto benzo(a)pireno e benzo(g,h,i)perileno, que 

não foram afetados por essa variável significativamente. Da mesma maneira, a 

interação “2Lby3L”, que indica a interação entre as variáveis X5 e X7, na forma linear, 

influencia significativamente a recuperação de seis analitos, exceto benzo(a)pireno e 

benzo(g,h,i)perileno. O efeito significativo dessa interação já era esperado, pois, 

quando se utilizam menores massas de sílica dentro da coluna de vidro, mais fácil é 

a eluição dos analitos com menor volume de solvente, sendo o oposto, também, 

verdadeiro. Os coeficientes lineares, quadráticos e suas interações fazem parte do 

modelo para compor as superfícies de resposta e as curvas de contorno 

representadas nas Figuras II.5 a II.7. 

 As superfícies de resposta e as curvas de contorno (Figuras II.5 a II.7) exibem 

a interação entre a massa de sílica e o volume de eluição e sua influência sobre a 

recuperação dos analitos. Verificam-se vários perfis de resposta semelhantes, exceto 

no caso do dibenzo(a,h)antraceno, que apresentou um perfil de contorno um pouco 

distinto dos demais (Figura II.7). Observa-se que a recuperação dos HPAs foi menor 

utilizando-se 10 g de sílica e 50 mL de hexano em todos os casos.  

 Nas curvas de contorno e superfícies de resposta, analisando analito por 

analito, a interação dos fatores massa de sílica na coluna de vidro (X5) e volume de 

eluição (X7) dá origem a maiores valores de recuperação dos analitos (>50 %) na 

região do ponto central (7,5 g de sílica e 120 mL de hexano), cujos parâmetros foram 

escolhidos para constituir o método a ser validado. 
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Figura II.5 – Gráficos de superfície de resposta e curvas de contorno dos 

analitos benzo(a)antraceno, criseno e benzo(b)fluoranteno 
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Figura II.6 – Gráficos de superfície de resposta e curvas de contorno dos 

analitos benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno e indeno(1,2,3-cd)pireno 
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Figura II.7 – Gráficos de superfície de resposta e curvas de contorno dos 

analitos dibenzo(a,h)antraceno e benzo(g,h,i)perileno 
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3.4 DETERMINAÇÃO DA EXTRAÇÃO DE LIPÍDIOS TOTAIS PELO 

MÉTODO DE EXTRAÇÃO POR SOLVENTE ACELERADA (ASE) 

 Os resultados da determinação da quantidade de lipídios totais extraídos pela 

técnica de ASE estão apresentados na Tabela II.10. A amostra utilizada para o estudo 

foi a mesma amostra branca utilizada para a validação de métodos. Foram feitas 6 

replicatas da amostra e o teor de lipídios foi determinado gravimetricamente conforme 

método descrito anteriormente. 

 

Tabela II.10 – Teor de lipídios totais (%) quantificado pela técnica de ASE 

Replicata 
Massa da 

amostra (g) 
Massa do 

recipiente (g) 

Massa do 
recipiente + 
extrato do 
ASE® (g) 

Massa de 
lipídios totais 

(g) 

Teor de 
lipídios totais 

(%) 

1 2,083 167,520 168,344 0,824 39,56 

2 2,043 168,533 169,335 0,802 39,26 

3 2,062 167,829 168,640 0,811 39,33 

4 2,062 167,721 168,531 0,810 39,28 

5 2,002 167,594 168,383 0,789 39,41 

6 2,057 167,787 168,597 0,810 39,38 

    Média (%) 39,37 

    Desvio 
Padrão (%) 

0,11 

    Desvio 
Padrão 
Relativo (%) 

0,28 

 

 Pela observação dos resultados, verifica-se que o método utilizado determina, 

em média, 39,37 % de lipídios totais, portanto, para se expressar o resultado da 

quantificação de HPAs em base de gordura, leva-se em conta essa quantidade de 

lipídios totais extraída pelo método.  

O conteúdo total de lipídios da amêndoa de cacau integral em base seca é 

aproximadamente 50 % (WATSON; PREEDY; ZIBADI, 2013). Segundo Steinberg; 

Bearden; Keen (2003), 50 a 57 % do peso seco de amêndoas de cacau é devido à 



126 
 

manteiga de cacau. Em estudo realizado por EFRAIM et al. (2010), o teor de lipídios 

totais de amêndoas de cacau variou de 54,08 a 55,78 %, sendo determinado pelo 

método 963.15, item 31.4.02 (HORWITZ, 2005). Já Dharmaputra; Retnowati; 

Ambarwati (2000) obtiveram teores de lipídios na faixa de 46,58 a 47,16 % para 

amêndoas de cacau fermentadas, usando o método de Soxhlet com solvente hexano 

e hidrólise prévia.  

Para tanto, deve ser destacado que, mesmo que o método de ASE possibilite 

a extração de menores quantidades de lipídios, a quantidade de lipídios totais extraída 

pelo método deve ser conhecida, pois representa a parcela de lipídios em que será 

realizada a análise. Em suma, toda amostra de amêndoa de cacau de procedência 

desconhecida, deve ter seu teor de lipídios determinado pelo método de ASE 

anteriormente à análise de HPAs, para que o resultado da concentração dos analitos 

seja expresso em base de gordura, como preconiza a legislação atual (EU, 2011a). 

 

3.5 VALIDAÇÃO DE MÉTODOS 

3.5.1 Linearidade sem interferência da matriz 

 As curvas analíticas elaboradas com diluições sucessivas de solução padrão 

com os HPAs a serem estudados estão representadas nas Figuras II.8 e II.9, incluindo 

a equação da reta e o coeficiente de determinação (R2) correspondente a cada analito. 

A faixa de concentrações determinada compreendeu o intervalo entre 0,75 a 

8,0 μg.kg-1 de amêndoas de cacau, abrangendo 6 níveis de concentração, em 

triplicata, incluindo o limite máximo permitido para benzo(a)pireno (EU, 2011a). 

Somente o analito benzo(a)pireno apresentou desvio de linearidade (p<0,05) nessa 

faixa de concentração, sendo necessário substituir o nível de concentração de 0,75 

μg.kg-1 por 0,5 μg.kg-1. Foi realizada, também, a preparação de um nível de 

concentração no limite superior de 9,5 μg.kg-1, porém, verificou-se falta de ajuste ao 

modelo linear e o mesmo não foi empregado na construção das curvas de calibração. 

No presente estudo, o modelo linear de regressão foi avaliado segundo procedimento 

proposto por Souza e Junqueira (2005). A Tabela II.11 apresenta um resumo das 

premissas avaliadas para cada analito estudado. 
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Figura II.8 – Curvas de calibração dos analitos benzo(a)antraceno (A), criseno 

(B), benzo(b)fluoranteno (C) e benzo(k)fluoranteno (D) obtidas durante a 

avaliação da linearidade 
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Figura II.9 – Curvas de calibração dos analitos benzo(a)pireno (A), 

indeno(1,2,3-cd)pireno (B), dibenzo(a,h)antraceno (C) e benzo(g,h,i)perileno (D) 

obtidas durante a avaliação da linearidade 
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Tabela II.11 – Resumo dos resultados da avaliação da linearidade de soluções 

padrão de HPAs segundo Souza e Junqueira (2005) 

Analito (Faixa de 
concentrações) 

Estatística 

n R d tL FRegressão FFaltaAjuste 

Benzo(a)antraceno 

(0,75 a 8,0 μg.kg-1) 

17 0,9884 1,978 0,405 5915,93 0,917 

Criseno 

(0,75 a 8,0 μg.kg-1) 

16 0,9771 2,158 -0,316 5481,03 3,029 

Benzo(b)fluoranteno 

(0,75 a 8,0 μg.kg-1) 

17 0,9812 2,383 0,185 7372,63 1,387 

Benzo(k)fluoranteno 

(0,75 a 8,0 μg.kg-1) 

15 0,9687 2,487 -1,461 5332,39 0,925 

Benzo(a)pireno 

(0,5 a 8,0 μg.kg-1) 

15 0,9665 1,762 -0,403 7019,86 3,579 

Indeno(1,2,3-cd)pireno 

(0,75 a 8,0 μg.kg-1) 

16 0,9593 1,386 0,855 845,54 2,186 

Dibenzo(a,h)antraceno 

(0,75 a 8,0 μg.kg-1) 

14 0,9816 1,710 0,722 1043,00 1,993 

Benzo(g,h,i)perileno 

(0,75 a 8,0 μg.kg-1) 

18 0,9877 1,692 -1,336 2526,60 1,637 

n: número de pontos de seis níveis em três repetições, depois da retirada de dados dispersos identificados pelo 
resíduo Jacknife (p < 0,05); R: coeficiente de correlação de Ryan-Joiner para desvio de normalidade (p > 0,10); 

d: coeficiente de Durbin-Watson para teste de auto-correlação de resíduos (p > 0,10); tL: t para o teste de 
Levene/Brown–Forsythe de homogeneidade de variâncias (p > 0,05); FRegressão: razão entre variâncias para o 

teste de linearidade (p < 0,001); FFaltaAjuste: razão entre variâncias para o teste de falta de ajuste (p > 0,05). 

 

 

 Na Figura II.10, estão representados os gráficos de resíduos da regressão 

linear para os oito HPAs estudados, nos quais se evidenciam os outliers que foram 

diagnosticados pelo teste de resíduos padronizados de Jacknife e removidos (não 

ultrapassando 22,2 % de n= 18) anteriormente à obtenção das equações de 

regressão. Como observado, também, na Tabela II.11, o número máximo de outliers 

deletados foi igual a 4 (22,2 %) para o composto dibenzo(a,h)antraceno. Houve 

detecção de outliers para todos os HPAs, exceto benzo(g,h,i)perileno. 
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Figura II.10 – Gráficos dos resíduos de regressão linear para oito HPAs 

estudados 
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Na literatura, são encontrados vários registros de avaliação de linearidade 

durante a validação de métodos para análise de HPAs em amostras de alimentos, 

entretanto, nenhum procedimento adequado é seguido. Serpe et al. (2010) 

apresentam um estudo de validação de métodos para quantificação de HPAs em 

mexilhões, mas o procedimento não incluiu o preparo de replicatas verdadeiras das 

soluções padrão. Já Purcaro et al. (2007) testam a linearidade em nove diferentes 

níveis de concentração preparados em triplicata, porém, só verificam a premissa de 

homogeneidade de variâncias e baseiam sua conclusão do teste apenas no valor do 

coeficiente de determinação (R2). Esse último estudo descrito objetivou a validação 

de um método para determinação de benzo(a)pireno em óleos vegetais. O R2, 

também, é utilizado como único parâmetro de avaliação do ajuste linear nos estudos 

de Aguinaga et al. (2007), Veyrand et al. (2007), Danyi et al. (2009), Ishizaki et al. 

(2010) que validaram métodos de quantificação de HPAs em diversas matrizes.  

 Todos os estudos anteriormente publicados sobre HPAs em cacau 

negligenciaram o fato de que R2 não é, por si, uma indicação de significância de 

regressão e, portanto, vários outros testes devem ser realizados, conforme observado 

por Souza & Junqueira (2005) e Raposo (2016). Wandan; Elleingard; Ndouba (2011) 

não realizaram ensaios de validação de métodos. Raters e Matissek (2014) 

descreveram um método para analisar quatro HPAs que foi linear em uma faixa de 

calibração de 0,02 a 15,57 μg.kg-1 para benzo(a)antraceno (R2> 0,999); 0,02 a 

9,45 μg.kg-1 para criseno (R2> 0,999); 0,13 a 36,32 μg.kg-1 para benzo(b)fluoranteno 

(R2> 0,999) e 0,17 a 67,33 μg.kg-1 para benzo(a)pireno (R2 > 0,999). Em outro estudo 

realizado para a determinação de dezesseis HPAs em doces de chocolate (KUMARI 

et al., 2012), as amostras foram fortificadas individualmente com HPAs a 

concentrações dentro da faixa de 0,01 a 0,05 μg.g−1 para construção das curvas de 

calibração. De acordo com os autores, relações lineares foram obtidas com 

coeficientes de correlação na faixa de 0,9109 a 0,9952. Kumari et al. (2013) 

reportaram que a linearidade do método foi avaliada pela fortificação de amostras de 

chocolate com concentrações crescentes, dentro da faixa de 0,3 a 184 μg.kg-1). Esses 

autores alegaram que o método demonstrou “boa linearidade” dentro da faixa 

estudada, com coeficientes de correlação de 0,991 a 0,9984. Wang e Guo (2010) 

relataram que realizaram testes de linearidade, porém nenhum resultado foi 

apresentado. 
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3.5.2 Efeito de matriz 

Os resultados do ensaio de efeito de matriz, assim como as curvas de 

calibração dos analitos em solvente puro e na matriz obtidas durante os ensaios para 

avaliação de efeito de matriz foram demonstrados e analisados no Capítulo 1 deste 

trabalho.  

Os resultados da avaliação do efeito de matriz em amêndoas de cacau indicam 

que os analitos criseno e benzo(b)fluoranteno apresentaram inclinações 

estatisticamente diferentes (p < 0,01; p < 0,001) em relação às curvas de analitos em 

solvente puro e em matriz. As curvas de calibração correspondentes ao criseno e ao 

benzo(b)fluoranteno, também, demonstraram diferenças significativas quando se 

comparam os interceptos (p < 0,001), indicando um erro sistemático constante, assim 

como benzo(a)antraceno e benzo(g,h,i)perileno (p < 0,001; p < 0,05), na faixa de 

concentrações correspondente. Portanto, foi possível concluir que soluções padrão 

de criseno e benzo(b)fluoranteno, quando preparadas em solvente (nonano), 

forneceram respostas que diferiram daquelas obtidas para amostras de amêndoas de 

cacau contendo concentrações correspondentes. Consequentemente, curvas de 

analitos em matriz foram utilizadas nas etapas subseqüentes da validação para 

estimar as concentrações dos oito HPAs em amostras de amêndoas de cacau. 

Esses resultados estão de acordo com Belo et al. (2012) que observaram 

efeitos de matriz em um método desenvolvido para quantificar sete HPAs em óleos 

comestíveis (soja, girassol e oliva) por CG-EM, usando diluição isotópica. 

Estudos de efeito de matriz são constantemente ignorados durante a validação 

de métodos para determinação de HPAs em amostras de alimentos (PURCARO et 

al., 2007; SERPE et al., 2010) e em produtos de cacau (KUMARI et al., 2012; 

MISNAWI, 2012; ZIEGENHALS et al., 2009; WANDAN; ELLEINGAND; NDOUBA, 

2011; RATERS; MATISSEK, 2014). Entretanto, Wang e Guo (2010) afirmam que 

efeitos de matriz podem ser evitados quando se executam operações diárias que se 

utilizam de controles de qualidade internos, como: (i) uso de uma matriz branca, (ii) 

uso de amostras brancas fortificadas e, por último (iii) preparação e análise de curva 

de calibração todos os dias (R2 > 0,99). Além disso, Kumari et al. (2013) declaram 

que, no seu estudo, as recuperações de HPAs foram aceitáveis, portanto o método 

otimizado não foi fortemente afetado pela matriz. Deve-se destacar que, a avaliação 

de efeitos de matriz, quando executada para elucidar essas interferências na detecção 
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de HPAs em produtos de cacau, não tem sido conduzida adequadamente (SOUZA; 

PINTO; JUNQUEIRA, 2007). 

 

3.5.3 Seletividade 

 A avaliação da variação entre as intensidades relativas dos íons confirmatórios 

para os oito HPAs estudados, obtidas para padrões e amostras adicionadas desses 

analitos, está representada na Tabela II.12. A seletividade do método foi demonstrada 

para todos os analitos, pois as variações ficaram abaixo do máximo de 10 % (EC, 

2002). 

 

Tabela II.12 – Intensidades relativas dos íons confirmatórios obtidas para 

soluções padrões e amostras adicionadas de HPAs, por analito, e respectivas 

variações 

Analito 

Íons*  

(m/z) 

 

 

Intensidade 
Relativa Média 

– padrões 

(%) 

Intensidade 
Relativa Média 

– amostras 

(%) 

Variação** 

(%) 

Variação 
máxima 

(%) 

Benzo(a)antraceno 226, 228 

 

77,02 ± 13,39 84,05 ± 8,29 9,1 10 

Criseno 226, 228 82,86 ± 13,36 86,59 ± 10,04 4,5 10 

Benzo(b)fluoranteno 250, 252 76,81 ± 14,17 80,74 ± 6,28 5,1 10 

Benzo(k)fluoranteno 250, 252 74,93 ± 13,16 80,19 ± 6,13 7,0 10 

Benzo(a)pireno 250, 252 77,94 ± 9,52 78,65 ± 5,11 0,9 10 

Indeno(1,2,3-c,d)pireno 276, 277  43,08 ± 9,50 42,24 ± 15,13 1,9 10 

Dibenzo(a,h)antraceno 278, 279  42,57 ± 6,19 42,52 ± 9,72 0,1 10 

Benzo(g,h,i)perileno 276, 277  52,78 ± 18,51 50,61 ± 18,39 4,1 10 

* Os íons sublinhados correspondem aos íons de maior intensidade no espectro de massas de cada composto e utilizados na 
quantificação. m/z: razão entre massa e carga. 

** Valor absoluto da diferença entre as intensidades relativas médias dos padrões e amostras, dividida pelas intensidades 
relativas médias dos padrões, expressa em porcentagem. 
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 A seletividade, também, foi avaliada pela injeção de solução padrão dos HPAs 

prioritários da União Europeia (EFSA, 2008; SCF, 2002). A coluna cromatográfica 

utilizada para separação (DB-EUPAH), permitiu a separação de dois analitos, 

ciclopenta(c,d)pireno e benzo(j)fluoranteno, em relação aos seus isômeros 

adjacentes. Tais analitos não eluíram com os HPAs adjacentes, portanto, eliminando 

a possibilidade de interferirem na análise, como demonstrado pelos cromatogramas 

da Figura II.11. Entretando, esses analitos não foram cobertos pelo escopo da 

validação, por não possuírem análogos isotopicamente marcados. 

 

Figura II.11 – Cromatogramas para avaliação de seletividade obtidos pela 

injeção de HPAs prioritários da União Europeia 

 

 

3.5.4 Precisão intralaboratorial e recuperação 

 Na Tabela II.13 estão representados os desvios padrão relativos para 

repetibilidade (DPRr) e reprodutibilidade (DPRR) intralaboratoriais, assim como os 

valores de HORRAT para cada analito. 
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Tabela II.13 – Médias de recuperação aparente, valores de HORRAT, desvios 

padrão relativos, sob condições de repetibilidade e reprodutibilidade, para 

cada analito adicionado a amostras de cacau em diferentes níveis de 

concentração 

Analito 
Concentração 

(μg.kg-1) 
N 

Recuperação 
média (%) 

DPRr(%) HORRATr DPRR(%) HORRATR 

Benzo(a)antraceno 
0,75 18 96,92 13,16 0,90 15,98 0,73 
2,5 17 91,15 9,49 0,65 10,51 0,48 
5,0 18 107,43 10,14 0,69 10,14 0,46 
7,5 18 102,69 9,41 0,64 9,50 0,43 

Criseno 
0,75       
2,5 17 98,52 12,11 0,83 12,40 0,56 
5,0 17 103,67 4,84 0,33 12,98 0,59 
7,5 18 103,37 4,21 0,29 6,03 0,27 

Benzo(b)fluoranteno 
0,75       
2,5 15 92,45 12,71 0,87 12,71 0,58 
5,0 18 98,88 6,68 0,46 7,50 0,32 
7,5 18 101,89 5,45 0,37 6,48 0,29 

Benzo(k)fluoranteno 
0,75 18 101,59 13,01 0,89 19,43 0,88 
2,5 14 105,01 3,71 0,25 3,71 0,17 
5,0 18 106,96 7,43 0,51 8,79 0,40 
7,5 18 104,69 5,41 0,37 7,36 0,33 

Benzo(a)pireno 
0,75       
2,5 17 100,28 8,67 0,59 11,72 0,53 
5,0 18 107,96 4,75 0,32 6,66 0,30 
7,5 18 109,72 2,57 0,18 5,62 0,26 

Indeno(1,2,3-cd)pireno 
0,75       
2,5 15 100,28 10,16 0,69 11,94 0,54 
5,0 17 107,96 7,96 0,54 10,11 0,46 
7,5 18 109,72 4,56 0,31 8,86 0,40 

Dibenzo(a,h)antraceno 
0,75 18 99,95 12,93 0,88 16,82 0,76 
2,5 15 105,23 6,69 0,46 7,46 0,34 
5,0 14 110,60 8,61 0,59 10,92 0,50 
7,5 18 107,66 4,65 0,32 4,65 0,21 

Benzo(g,h,i)perileno 
0,75       
2,5 17 105,87 10,52 0,72 10,52 0,48 
5,0 18 104,37 5,34 0,36 6,16 0,28 
7,5 18 103,18 3,72 0,25 3,81 0,17 

N = número de observações após tratamento de outliers pelo método de Grubbs; DPRr = desvio 
padrão relativo de repetibilidade; HORRATr = valor de HORRAT calculado para repetibilidade; DPRR 

= desvio padrão relativo de reprodutibilidade; HORRATR = valor de HORRAT calculado para 
reprodutibilidade 

 

 Valores extremos foram detectados pelo teste de Grubbs (p > 0,05) para todos 

os analitos, exceto para o nível de concentração (nível de adição) de 7,5 μg.kg-1, em 

todas as situações. As médias de recuperação aparente variaram de 91,15 a 

110,60 % para todos os analitos, obedecendo a faixa de 50 a 120 % preconizada pela 

legislação européia (EU, 2011b) para os analitos benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno, 

criseno e benzo(k)fluoranteno. Os valores de DPRr se situaram na faixa de 2,57 a 

12,71, abaixo do valor máximo calculado (14,67) de acordo com os critérios de 

aceitabilidade de Horwitz em função do nível de concentração do analito. Não foram 

detectados valores de HORRATr superiores a 2, indicando que os critérios de 

repetibilidade foram aceitos de acordo com a legislação européia vigente (EU, 2011b). 

De maneira análoga, os valores de DPRR variaram de 3,71 a 12,98, abaixo do valor 
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máximo calculado (22,00) e, também, não foram detectados valores de HORRATR 

superiores a 2 (EU, 2011b). Esses resultados indicam que houve precisão adequada 

do método, sob condições de repetibilidade e reprodutibilidade, na faixa de 

concentrações de 2,5 a 7,5 μg.kg-1 e as médias de recuperação do método se 

situaram dentro da faixa aceitável de 50 a 120 % (EU, 2011b). 

 A maioria dos estudos disponíveis na literature atual demonstra que utilizaram 

critérios da União Europeia durante a avaliação da precisão e recuperação dos 

métodos analíticos, mas não há informações sobre os níveis de concentração 

estudados, tornando-se difícil verificar a adequação dos métodos em relação à 

precisão e ao LOQ. Em regra, as condições de teste empregadas nos experimentos 

de precisão não foram descritas, impossibilitando determinar se a precisão foi avaliada 

sob condições extremas (repetibilidade e precisão intermediária). Kumari et al. (2012) 

calculou a precisão do método em termos de desvio padrão relativo (DPR), 

determinado para 3 diferentes faixas de fortificação: 4 a 44,8 ng.g−1, 8 a 89,6 ng.g−1 e 

16 a 179.2 ng.g−1, para diferentes compostos, os quais foram analisados seis vezes. 

Esses autores não diferenciaram repetibilidade de reprodutibilidade e o critério para 

aceitação do DPR não estava completamente elucidado, os autores apenas citam um 

limite máximo de 3%. Nesse estudo, as recuperações percentuais foram obtidas para 

os mesmos níveis de concentração e avaliadas usando ANOVA two-way (p < 0,05 

indicando uma diferença significativa). Além disso, Raters e Matissek, em 2014, 

realizaram estudos de precisão no mesmo dia e entre os dias, usando 12 replicatas 

de uma amostra branca de manteiga de cacau, entretanto, esses autores não 

declararam os níveis de concentração testados, mas somente os valores HORRATr 

abaixo de 2. Os resultados desse estudo exibiram um DPR abaixo de 20 % e os 

autores concluíram que os dados eram totalmente compatíveis com os requerimentos 

da União Europeia. As recuperações foram, também, calculadas por Wang e Guo 

(2010) para as mesmas replicatas de amostras de óleo de milho e mostraram 

resultados na faixa de 81 a 96 %. A veracidade, nesse estudo, foi avaliada por um 

ensaio de proficiência interlaboratorial com amostras de manteiga de cacau e todos 

os quatro HPAs pesquisados (benzo(a)pireno, indeno(1,2,3-cd)pireno, 

benzo(a)antraceno e benzo(g,h,i)perileno) originaram valores de z-score ≤ 2. De 

acordo com esses autores, o método analítico demonstrou “alta precisão” para a 

análise de HPAs. 
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3.5.5 Incerteza de medição 

 Os resultados das incertezas de medição obtidos para os oito HPAs analisados 

estão representados na Tabela II.14. Dentre os analitos pesquisados, apenas dois – 

criseno e indeno(1,2,3-cd)pireno – apresentaram resultados de incerteza de medição 

acima da incerteza máxima aceitável, considerando-se o nível de concentração igual 

a 0,75 μg.kg-1 de amostra de cacau. Entretanto, quando se leva em conta a incerteza 

de medição acima do nível de 0,75 μg.kg-1, o qual está muito próximo aos limites de 

quantificação do método, percebe-se que os resultados da estimação da incerteza 

são adequados em todos os casos. Pode-se afirmar, portanto, que a incerteza de 

medição é adequada para os níveis de concentração acima de 0,75 μg.kg-1 para todos 

os HPAs estudados, abrangendo-se, também, o limite máximo permitido de 

benzo(a)pireno (EU, 2011a) dentro dessa faixa. 

Esse estudo é o primeiro registro de um método analítico para a determinação 

de HPAs em amêndoas de cacau que realiza uma avaliação da incerteza de medição 

uma vez que esse parâmetro não é considerado na literatura disponível (KUMARI et 

al., 2012, 2013; RATERS; MATISSEK, 2014; WANG; GUO, 2010; ZIEGENHALS et 

al., 2009). 
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Tabela II.14 – Estimação da incerteza expandida (U) para oito HPAs 

Analito 

U, k = 2 Uf, 
k=2 

L1 L2 L3 L4 U  

µg.kg-1 % µg.kg-1 % µg.kg-1 % µg.kg-1 % (%) (%) 

BaP 0,30 40,21 0,55 22,06 1,03 20,53 1,44 19,15 40,21 40,80 

Cris 0,43 57,23 0,72 28,75 1,34 26,73 0,98 13,13 57,23 57,30 

BbF 0,44 58,67 0,75 29,95 0,80 15,91 1,06 14,15 58,67* 44,00 

BkF 0,40 53,90 0,39 15,56 0,94 18,80 1,16 15,51 53,90 56,00 

BaP 0,22 28,89 0,60 24,06 0,68 13,61 0,86 11,44 28,89 40,40 

Ind 0,50 66,03 0,73 29,21 1,09 21,79 1,41 18,75 66,03* 40,00 

DahA 0,42 56,20 0,53 21,30 1,16 23,12 0,82 10,98 56,20 56,20 

BghiP 0,36 48,30 0,59 23,71 0,67 13,41 0,64 8,55 48,30 54,67 

BaA: benzo(a)antraceno; Cris: criseno; BbF: benzo(b)fluoranteno; BkF: benzo(k)fluoranteno; BaP: 

benzo(a)pireno; Ind: indeno(1,2,3-cd)pireno; DahA: dibenzo(a,h)antraceno; BghiP: benzo(g,h,i)perileno; Uf: 

incerteza máxima aceitável; k: fator de cobertura; L1: nível 1 (0.75 µg.kg-1); L2: nível 2 (2.50 µg.kg-1); L3: nível 3 

(5.00 µg.kg-1); L4: nível 4 (7.50 µg.kg-1) *Resultados de incerteza inaceitáveis (U>Uf). 

 

3.5.6 Limites 

 Os limites de detecção (LOD) e limites de quantificação (LOQ) teóricos, 

calculados de acordo com o regulamento da Comissão Europeia (EC, 2002) estão 

listados na Tabela II.15. 
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Tabela II.15 – Limites de detecção (LOD) e limites de quantificação (LOQ) 

teóricos para oito HPAs 

Analito LODteórico (μg.kg-1) LOQteórico (μg.kg-1) 

Benzo(a)antraceno 0,20 0,59 

Criseno 0,31* 0,89 

Benzo(b)fluoranteno 0,14 0,42 

Benzo(k)fluoranteno 0,29 0,77 

Benzo(a)pireno 0,14 0,40 

Indeno(1,2,3-cd)pireno 0,01 0,04 

Dibenzo(a,h)antraceno 0,30 0,87 

Benzo(g,h,i)perileno 0,28 0,64 

*LOD inaceitável (>0,30 μg.kg-1) (EU, 2011b) 

  

 Dentre os oito HPAs pesquisados, apenas o criseno apresentou LOD teórico 

acima do aceitável (0,30 μg.kg-1) de acordo com regulamento da União europeia (EU, 

2011b). Todos os HPAs apresentaram LOQ teóricos abaixo do máximo permitido 

(0,90 μg.kg-1) (EU, 2011b), entretanto, por motivos práticos, foi considerado como 

limite de quantificação real o nível de concentração mais baixo da curva de calibração, 

0,75 μg.kg-1. 

 

3.5.7 Aplicação do método  

 Apenas uma das oito amostras analisadas apresentou teor de HPAs acima do 

LOQ do método. O conteúdo de HPAs nessa amostra foi obtido como se segue: 11,05 

μg.kg-1 de benzo(a)antraceno, 20,90 μg.kg-1 de criseno, 8,95 μg.kg-1 de 

benzo(b)fluoranteno, 2,10 μg.kg-1 de benzo(k)fluoranteno, 9,06 μg.kg-1 de 

benzo(a)pireno, 7,18 μg.kg-1 de indeno(1,2,3-cd)pireno e 4,06 μg.kg-1 de 

benzo(g,h,i)perileno, calculado em base de gordura, considerando um teor médio de 

lipídios extraídos de 36,5 %. Dibenzo(a,h)antraceno não foi detectado em nenhuma 

das amostras analisadas. O nível de benzo(a)pireno (9,06 μg.kg-1 de gordura) na 

amostra contaminada está acima do limite máximo permitido (5,0 μg.kg-1 de gordura), 

de acordo com a legislação europeia (EU, 2011a). A soma de benzo(a)antraceno, 

benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno e criseno (49,96 μg.kg-1 de gordura) está, 
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também, acima do limite máximo de 30,0 μg.kg-1 de gordura (EU, 2011a). As outras 

sete amostras originaram resultados abaixo do LOD e abaixo do LOQ. 

 Consequentemente, dentre as oito amostras analisadas nesse trabalho, 

apenas uma (12,5 %) não estava adequada para o consumo de acordo com a 

legislação da União Europeia. Os resultados encontrados para o teor de HPAs em 

amostras de amêndoas de cacau neste estudo preliminar sugerem a necessidade de 

inclusão dessa matriz no escopo analítico do programa oficial de monitoramento, do 

Brasil.  
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4 CONCLUSÃO 

 Foi desenvolvido e validado um método de CG-EM para monitorizar a 

contaminação de amêndoas de cacau por HPAs. Esse método analítico foi baseado 

em uma extração por ASE, seguida de purificação com coluna de sílica gel, exibindo 

uma precisão aceitável e recuperação adequada para oito HPAs de alto peso 

molecular. Além disso, foram obtidos resultados de incerteza adequados para níveis 

de concentração superiores a 0,75 μg.kg-1 de amostra, os quais abrangem os níveis 

máximos permitidos de acordo com a regulamentação europeia.  

O objetivo principal deste estudo foi otimizar e validar oito HPAs incluindo 

criseno, no entanto, resultados aceitáveis durante ensaios de LODs não puderam ser 

alcançados por este composto. Os resultados da análise de recuperação e de 

incerteza de medição fornecem evidência para a adequação do método descrito. 

Este estudo representa o primeiro relato de um método analítico para a 

quantificação de HPAs em amêndoas de cacau que avalia a incerteza de medição. A 

análise de HPAs em amostras de amêndoas de cacau do Brasil forneceu uma base 

para a aplicação desse método como parte dos programas de monitoramento do 

governo brasileiro. 
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CAPÍTULO III – PRODUÇÃO DE MATERIAL PARA ENSAIO 

DE PROFICIÊNCIA DE HPAs EM AMÊNDOAS DE CACAU 

RESUMO 

Um material teste para ensaio de proficiência de hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos em amêndoas de cacau foi preparao e ensaios de homogeneidade e 

estabilidade para verificação da adequação do material foram realizados. Foi realizado 

um procedimento piloto para se determinar a melhor condição para incorporação da 

solução padrão ao material. O material teste foi preparado pela moagem e tamisação 

da amostra previamente congelada em nitrogênio líquido, a solução padrão de 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos foi incorporada ao material por solubilização 

em nonano e posteriormente o material foi homogeneizado em misturador do tipo “V” 

por 12 h. O ensaio de homogeneidade foi conduzido e verificou-se falta de 

homogeneidade apenas para o composto dibenzo(a,h)antraceno. O ensaio isócrono 

de estabilidade indicou que apenas benzo(a)antraceno e benzo(b)fluoranteno não 

sofreram variações significativas em sua concentração devido ao armazenamento a 

45º C. Posteriormente, o ensaio de estabilidade em longo prazo evidenciou que 

apenas benzo(a)antraceno mostrou estabilidade em um período de um mês de 

armazenamento refrigerado. O material de amêndoas de cacau em questão pode ser 

utilizado como material teste em ensaio de proficiência para todos os analitos 

pesquisados desde que adequadamente transportado sob refrigeração. 

Palavras-chave: Hidrocarbonetos poliaromáticos. Controle de qualidade interno e 

externo. Cacau. Estabilidade. Homogeneidade. 
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ABSTRACT 

A test material for proficiency study of polycyclic aromatic hydrocarbon in cocoa beans 

was prepared and homogeneity and stability assays to verify the suitability of the 

material were performed. A pilot procedure was performed to determine the best 

conditions for incorporation of the standard solution to the material. The test material 

was prepared by grinding and sieving the previously frozen sample in liquid nitrogen, 

the polycyclic aromatic hydrocarbon standard solution was incorporated to the material 

solubilizing nonane and then the material was homogenized in the mixer of the "V" for 

12 h. The homogeneity test was conducted and it was found inhomogeneity only the 

dibenzo(a, h)anthracene compound. The isochronous stability test indicated that only 

benzo(a)anthracene and benzo(b)fluoranthene showed no significant variations in its 

concentration due to storage at 45°C. Subsequently, the long-term stability test 

showed that only benzo(a)anthracene ws stable in a period of a month of cold storage. 

The cocoa beans material in question can be used as material test proficiency test for 

all analytes surveyed if properly transported under refrigeration. 

Keywords: Polyaromatic hydrocarbons. Internal and external quality control. Cocoa. 

Stability. Homogeneity. 
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1 INTRODUÇÃO 

O ensaio de proficiência (EP) é uma ferramenta prevista na norma ISO/IEC 

17025 (2005) que deve ser utilizada pelos laboratórios de ensaio com o intuito de 

verificar a confiabilidade dos seus resultados, quando comparados a resultados de 

outros laboratórios. A realização de um EP envolve, primeiramente, a preparação de 

itens de teste idênticos, denominados materiais de teste. Os materiais de teste a 

serem distribuídos durante um EP devem ser similares ao tipo de amostras que são 

rotineiramente analisadas pelo laboratório que as recebe, no que se diz respeito a 

composição da matriz e faixa de concentração, quantidade ou nível do analito 

(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2006).  

Durante a preparação de um material de teste, o provedor do EP ou o 

subcontratado deve garantir a homogeneidade e a estabilidade suficientes do lote, 

considerando-se cada analito, para assegurar que todos os laboratórios participantes 

do ensaio recebam unidades de distribuição que não se diferem de modo relevante 

em relação à concentração média do analito (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2006). 

Um conjunto homogêneo de amostras, que é estável ao longo do período de 

comparação interlaboratorial é necessário para assegurar que qualquer diferença 

entre os resultados dos testes dos participantes não ocorra devido a alterações nas 

propriedades inerentes do material ou devido a diferenças entre as amostras 

distribuídas (ROEBBEN et al., 2013). Para tanto, é necessária a execução de testes 

de homogeneidade e de estabilidade. 

Durante o teste de homogeneidade, devem ser levados em conta dois tipo 

relevantes de homogeneidade: primeiramente, há a homogeneidade dentro dos 

frascos, que determina a retirada mínima de amostra, para a qual a incerteza 

estabelecida é ainda válida; em segundo lugar, há a homogeneidade entre os frascos, 

que lida com a variação frasco-a-frasco (em linhas gerais, unidade-a-unidade) 

(LINSINGER et al., 2001). Para se realizar um estudo de homogeneidade, deve-se 

estimar os componentes da variância representando a variação “entre frascos” e 

“dentro dos frascos” no contexto de uma ANOVA de efeitos aleatórios (VAN DER 

VEEN et al., 2001). 
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Para o estudo da estabilidade, dois tipos de testes devem ser executados: um 

estudo à temperatura elevada para elucidar se alguma degradação deve ser esperada 

durante o transporte do material. Esse estudo deve ser conduzido em período de curta 

duração, não mais do que 4 semanas. Com base nos resultados obtidos nesse estudo, 

devem ser escolhidas as melhores condições de transporte (LINSINGER et al., 2001). 

Um outro estudo deve ser executado à temperatura de armazenamento, no intuito de 

se obter informações sobre a estabilidade durante o armazenamento (LINSINGER et 

al., 2001), o qual é conduzido em longo prazo, usualmente em 24 meses de 

armazenamento. 

Na tabela do Apêndice A estão relacionados os materiais teste preparados 

para ensaio de proficiência realizados por provedores internacionais, incluindo um 

material teste de manteiga de cacau, produzido pela European Commission – Joint 

Research Centre - Institute for Reference Materials and Measurements (EC-JRC-

IRMM), produzido para a análise de quatro analitos, sendo eles, benzo(a)antraceno, 

criseno, benzo(b)fluoranteno e benzo(a)pireno, incluindo a soma desses HPAs. Além 

desse, pode ser destacado, também, o material teste de chocolate amargo, produzido 

pelo mesmo provedor de EP, para análise individual e soma dos quatro HPAs 

anteriormente citados. Os outros materiais teste produzidos incluem óleos 

comestíveis, moluscos, suplementos alimentares, carnes e peixes (Apêndice A). Não 

há material para EP produzido com amêndoa de cacau fermentada e seca, e 

considerando as outras matrizes alimentares produzidas com cacau, o escopo de 

analitos dos EPs realizados foi para 4 HPAs e não 8 HPAs, como o que foi 

desenvolvido pelo estudo em questão. Além disso, para esses dois materiais teste 

mencionados, os valores atribuídos corresponderam a níveis inferiores ao limite 

permitido de HPAs pela legislação europeia (EU, 2011a). Ambos materiais para EP 

foram armazenados em frascos de vidro ãmbar, entretanto, com quantidades distintas: 

20 mL para a manteiga de cacau e 30 g para o chocolate amargo.  

Segundo o provedor de EP (EC-JRC-IRMM, 2012), o material teste de 

manteiga de cacau foi preparado a partir de 4 kg de manteiga de cacau comercial, a 

qual foi fundida em banho-maria a 60º C e homogeneizada overnight. O material de 

chocolate foi adquirido comercialmente, 5 kg de chocolate amargo foram adquiridos e 

moídos em moinho criogênico. As partículas foram homogeneizadas por agitação e 

aplicação repetitiva de um divisor de amostras (EC-JRC-IRMM, 2012).  
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A homogeneidade dos materiais teste de manteiga de cacau e chocolate 

amargo foi avaliada segundo a ISO 13528, com a diferença de que um laboratório 

externo foi contratado para realizar a análise da manteiga de cacau. Dez unidades de 

cada material foram selecionadas aleatoriamente e analisadas por cromatografia a 

gás acoplada à espectrometria de massas (CG-EM). O método de extração e 

purificação utilizado no estudo não foi especificado. Os materiais teste foram 

suficientemente homogêneos. Já os testes de estabilidade foram executados após o 

prazo para reportar os resultados do EP. Não foram encontradas diferenças 

significativas nos teores dos analitos antes do envio do material e após o vencimento 

do prazo, sendo, portanto, considerado estável (EC-JRC-IRMM, 2012). 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 MATERIAL TESTE PARA ENSAIO DE PROFICIÊNCIA 

2.1.1 Material 

2.1.1.1 Amostras 

 As amostras utilizadas na elaboração e produção dos itens de ensaio foram 

amêndoas de cacau comercialmente disponíveis, originárias do estado da Bahia, que 

não continham teor detectável de nenhum dos oito HPAs estudados, sendo, portanto, 

comprovadamente brancas, analisadas pelo método validado no capítulo 2. 

 

2.1.1.2 Padrões 

 Foi adicionada solução estoque de HPAs, de concentração igual a 40 μg.mL-1 

às amostras, contendo os 16 considerados prioritários pela EPA, sendo eles: 

acenafteno; acenaftileno; antraceno; benzo(a)antraceno; benzo(b)fluoranteno; 

benzo(k)fluoranteno; benzo(a)pireno; benzo(g,h,i)perileno; criseno; 

dibenzo(a,h)antraceno; fenantreno; fluoranteno; fluoreno; indeno (1,2,3-cd)pireno; 

naftaleno; pireno (Accustandard, EUA). Entretanto, somente oito dos 16 HPAs citados 

acima foram objetos deste estudo – benzo(a)antraceno; benzo(b)fluoranteno; 

benzo(k)fluoranteno; benzo(a)pireno; benzo(g,h,i)perileno; criseno; 

dibenzo(a,h)antraceno; indeno (1,2,3-cd)pireno – os quais foram os analitos 

previamente validados. 

 

2.1.1.3 Equipamentos 

 Balança analítica com resolução 0,0001 g e capacidade máxima de 220,0000 

g, calibrada (Shimadzu, AUX 220). 

 Agitador de tubos tipo Vortex (Ika, MS 3 basic).   

 Misturador Drum (Marconi, MA 160/4).  
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 Conjunto de peneiras Retsch nas granulometrias de 500 µm e 1 mm (Restch 

GmbH, Haan, Alemanha).  

 Moinho ultracentrífugo Retsch, modelo ZM200 (Restch GmbH, Haan, 

Alemanha). 

 Estufa para secagem (Heraeus Vacutherm, VT 6000).  

 Homogeneizador tipo V (Engendrar, tipo V). 

 Micropipeta automática de 10 a 100 µL calibrada (Nichiryo, Nichipet Ex).  

 Refrigerador (Electrolux, DFF37 Premium). 

 Termômetros digitais tipo cabo sensor, com memória de máxima e mínima, 

calibrados (Incotherm). 

 

2.1.1.4 Vidrarias e outros insumos 

 Béqueres de 500 e 1000 mL. 

 Ponteiras de 200 μL para micropipeta automática. 

 Frascos de vidro transparente tipo Reacti-Vial com capacidade para 3,0 mL 

(Thermo Scientific, EUA). 

 Frascos de vidro para misturador drum com capacidades de 500 e 1000 mL. 

 Bandejas de aço inox. 

 Espátulas de aço inox. 

 Sacos plásticos de polietileno. 

 Luvas de nitrila descartáveis. 

 Funil de vidro transparente. 

 Pipeta de Pasteur. 

 Pera de borracha adaptável à pipeta de Pasteur. 
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2.1.1.5 Solventes e reagentes 

 Nonano grau p.a.r. (Sigma Aldrich, Alemanha). 

 Hexano grau HPLC/Spectro (Tedia Company Inc., EUA) 

 

2.1.2 Métodos 

2.1.2.1 Elaboração dos itens de ensaio 

2.1.2.1.1 Procedimento piloto 

 Durante a execução do procedimento piloto, o objetivo principal foi avaliar a 

melhor condição de adição dos padrões de HPAs à amostra disponível de amêndoas 

de cacau. Em um primeiro momento, foi investigada a presença de conteúdo nativo 

de HPAs na amostra, o que não foi encontrado acima do limite de quantificação do 

método, ou seja, a amostra utilizada para a produção do material de referência foi 

considerada branca. Portanto, era necessária a adição dos padrões. Duas condições 

de incorporação dos padrões às amostras de cacau foram avaliadas: i) padrão 

solubilizado em nonano; ii) padrão solubilizado em manteiga de cacau previamente 

fundida a 40º C.  

 A amostra de amêndoas de cacau foi congelada com nitrogênio líquido e 

reduzida de tamanho em moinho ultracentrífugo Retsch, modelo ZM200 (Restch 

GmbH, Haan, Alemanha), equipado com peneira de furos trapezoidais de 2,00 mm. O 

pó resultante da moagem foi então tamisado em peneira de aço inox de 500 μm 

(Restch GmbH, Haan, Alemanha). A amostra foi, portanto, dividida em duas porções 

de 250 g, sendo que um quarto de cada porção foi separado em béquer de 500 mL. 

Ao primeiro béquer foram adicionados 81,5 μL da solução estoque de HPAs 

(40 μg.mL-1) previamente solubilizada em, aproximadamente, 2,50 mL de nonano. Ao 

segundo béquer foi adicionado o mesmo volume de solução padrão, entretanto, com 

a solução padrão previamente solubilizada no mesmo volume de manteiga de cacau 

fundida. 
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As alíquotas fortificadas foram submetidas à homogeneização em misturador 

drum Marconi MA 160/4 (Marconi, Brasil) por um período aproximado de 30 minutos. 

A seguir, foram adicionadas às suas respectivas porções as quais foram 

homogeneizadas no mesmo misturador por um período aproximado de 8 h.  

 Foram retiradas três replicatas de cada porção do material e analisadas pelo 

método descrito previamente neste trabalho, para avaliação da capacidade de 

incorporação, ou seja, recuperação média, em um total de 6 ensaios, conforme 

fluxograma da Figura III.1. 
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Figura III.1 – Fluxograma do procedimento piloto para avaliação da 

incorporação do padrão de HPAs 
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2.1.2.1.2 Preparação dos itens de ensaio  

 As amostras de amêndoas de cacau (7,5 kg) foram reduzidas de tamanho e 

tamisadas de acordo com o procedimento piloto, posteriormente, foi retirada uma 

alíquota equivalente a 3 kg do material moído e tamisado para se realizar a 

incorporação do padrão de HPAs. O material, após homogeneização em misturador 

em “V” (Engendrar, tipo V), por um período equivalente a 12 h, foi acondicionado em 

168 frascos âmbar de 50 mL, totalizando 10 g de material em cada frasco, os quais 

foram armazenados sob refrigeração (2 a 8º C) (Figura III.2). 

Figura III.2 – Fluxograma de preparo dos itens de ensaio 
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2.1.2.2 Teste de homogeneidade 

 Foram retiradas, aleatoriamente, dez unidades do lote produzido e analisadas 

em duplicata pelo método validado no capítulo 2 (n = 20). A sequência de injeções no 

CG-EM foi organizada, também, em ordem aleatória. A avaliação da incerteza padrão 

do lote foi executada pela aplicação da análise de variância (ANOVA), para cada um 

dos oito analitos pesquisados (ABNT, 2012). Os dados do teste de homogeneidade 

foram analisados segundo critérios das normas ISO 13528 (2005), IUPAC 

(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2006). O desvio padrão do ensaio foi estimado de 

acordo com o proposto por Horwitz (1982). 

 

2.1.2.3 Teste de estabilidade 

 

2.1.2.3.1 Estabilidade em curto prazo 

 Foi realizado teste de estabilidade em curto prazo seguindo-se doze dias 

consecutivos em que três unidades do lote produzido foram mantidas em ambiente 

refrigerado (2 a 8º C), considerando-se esta a temperatura de referência, e outras 

nove unidades, também aleatoriamente escolhidas, foram levadas à estufa à 45º C ± 

2º C. A cada três dias, foram retiradas três unidades da estufa e submetidas 

novamente à refrigeração até que se completasse o período de nove dias. As 

unidades foram analisadas em duplicata (n = 24) conforme método validado 

anteriormente (Figura III.3). 
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Figura III.3 – Fluxograma do estudo de estabilidade a curto prazo 

 

 O teste de estabilidade foi realizado, para os oito analitos, por ANOVA e teste 

de Tukey para a comparação dos dados dos tratamentos 0, 3, 6 e 9 dias, com nível 

de significância igual a 0,05, de acordo com a ISO 35 (ABNT, 2012). 

 

2.1.2.3.2 Estabilidade em longo prazo 

 Foram retiradas, aleatoriamente, três unidades do lote produzido em intervalo 

de um (T1) e quatro meses (T4) após o ensaio de homogeneidade (T0) e analisadas 

em duplicata pelo método anteriormente validado (n = 6), conforme ilustrado no 

fluxograma da Figura III.4. 
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Figura III.4 – Fluxograma do estudo de estabilidade a longo prazo 

 

T1: tempo de 1 mês após o ensaio de homogeneidade; T4: tempo de 4 meses após o ensaio de 

homogeneidade. 

A estabilidade em longo prazo foi avaliada para os oito analitos, pela 

comparação de médias entre os períodos de armazenamento, conforme modelo 

proposto segundo critérios da norma ISO 13528 (ISO 13528, 2005) e IUPAC 

(THOMPSOM et al., 2006). 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 MATERIAL PARA ENSAIO DE PROFICIÊNCIA 

3.1.1 Procedimento piloto 

 Os dados obtidos durante o procedimento piloto estão relacionados na Tabela 

III.1. Os teores de HPAs das replicatas analisadas cuja incorporação de padrão foi 

realizada pela solubilização na manteiga de cacau fundida variaram de 0,00 a 

5,90 μg.kg-1 de gordura, considerando uma recuperação máxima de 33,1 %. Já no 

caso da incorporação de padrão realizada pela solubilização em nonano, maiores 

teores de HPAs foram encontrados pela análise das replicatas: 16,72 a 35,3 μg.kg-1 

de gordura, com recuperação superior a 93,9 %. A menor recuperação do padrão 

adicionado à manteiga de cacau fundida pode ser explicada pela dificuldade em se 

realizar a homogeneização, considerando-se a maior viscosidade da manteiga, 

portanto, também, maior dificuldade de transferência do padrão solubilizado aos itens 

de ensaio. Dada a maior recuperação dos ensaios realizados pela incorporação de 

padrão com nonano, essa condição foi escolhida para se executar as etapas 

posteriores de preparação do material. 
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Tabela III.1 – Concentração de HPAs, em μg.kg-1 de gordura, e porcentagem de 

recuperação do padrão das triplicatas de amostras de amêndoas de cacau 

analisadas durante o procedimento piloto 

Analito 

Incorporação de padrão com 
manteiga de cacau - replicatas 

Incorporação de padrão com nonano - 
replicatas 

1 2 3 1 2 3 

c % c % c % c % c % C % 

BaA 5,90 33,1 2,76 15,5 4,99 28,0 21,42 120,3 25,56 143,5 24,14 135,6 

Cris 3,26 18,3 1,56 8,8 2,70 15,2 17,78 99,8 21,31 119,6 17,03 95,6 

BbF 0,00 0,0 2,47 13,9 1,77 10,0 19,32 108,5 29,64 166,4 16,72 93,9 

BkF 0,00 0,0 0,83 4,7 1,86 10,5 18,40 103,3 35,34 198,4 18,24 102,4 

BaP 2,42 13,6 0,81 4,5 1,13 6,3 17,87 100,3 26,74 150,2 18,30 102,8 

Ind 0,00 0,0 0,79 4,4 3,97 22,3 19,72 110,7 29,43 165,3 23,78 133,5 

DahA 0,00 0,0 2,01 11,3 1,65 9,3 17,31 97,2 17,77 99,8 18,23 102,4 

BghiP 2,95 16,6 2,13 11,9 2,46 13,8 20,86 117,1 32,44 182,2 19,92 111,9 

c = concentração em μg.kg-1 de gordura; % = recuperação 

3.1.2 Preparação do material teste para ensaio de proficiência e estudo de 

homogeneidade 

 Na Figura III.5 está ilustrado o material teste já preparado (moído, tamisado, 

fortificado e homogeneizado), devidamente embalado e identificado de acordo com 

procedimento padrão do LANAGRO-MG. 
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Figura III.5 – Amostras para ensaio de proficiência de HPAs em amêndoas de 

cacau moídas acondicionado em frascos de vidro âmbar de 50 mL com tampa 

de rosca 

 

 

A média da concentração de HPAs em base de gordura variou de 8,03 a 

12,72 μg.kg-1, valores superiores ao limite máximo permitido de BaP preconizado pela 

legislação europeia (EU, 2011a) e a soma dos analitos BaA, Cris, BbF e BaP foi igual 

a 40,97 μg.kg-1, também, superior ao valor máximo preconizado pela mesma 

legislação, sendo o material teste adequado para avaliação da capacidade do método 

de detectar concentrações acima do limite máximo permitido. 

Nenhum outlier foi detectado pelo teste de Cochran (p > 0,05) em nenhum dos 

analitos estudados. O critério para a repetibilidade foi aceitável para, também, todos 

os analitos estudados (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2006).  

Durante a preparação dos itens de ensaio houve indicação de falta de 

homogeneidade para apenas um analito (DahA) quando se levam em conta os 

critérios adotados pela ISO 13528 (ISO 13528, 2005). Entretanto, para os critérios da 

IUPAC (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2006), o mesmo analito indicou 

homogeneidade, revelando que há divergência de critérios de aceitação entre os 

resultados dos testes utilizados. Destaca-se que os critérios adotados pela IUPAC 

(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2006), são menos rigorosos do que os da ISO 

13528 (ISO 13528, 2005), pois, além de permitir a retirada de outliers, o primeiro 
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considera apenas erros do tipo I (rejeição de um material satisfatório) argumentando 

que a homogeneidade suficiente é uma premissa válida e há altos custos para a 

realização do referido teste (FEARN & THOMPSON, 2001). Para efeitos práticos, 

declarou-se, portanto, que para o analito DahA houve falta de homogeneidade. Como 

a etapa de homogeneização em misturador tipo “V” não foi otimizada, é possível que 

tal etapa tenha influenciado o resultado da falta de homogeneidade do composto 

nesse material. Deve-se destacar que a alíquota utilizada para o teste foi equivalente 

a 2,000 g (± 0,100 g), por conseguinte, a homogeneidade do material teste não está 

assegurada em relação aos outros HPAs para alíquotas abaixo desse valor (Tabela 

III.2).  

Tabela III.2 – Resultado do estudo de homogeneidade do material teste de 

HPAs em amêndoas de cacau, segundo critérios da IUPAC e da ISO 13528, 

para os oito analitos pesquisados 

Analito 
Média 

(μg.kg-1)* 
IUPAC 

ISO 
13528 p Parecer 

S2
an s2

sam c SS 
BaA 10,95 0,1303 0,00000 0,2626 0,107 0,8796 Homogêneo 

Cris 12,72 0,2210 0,05950 0,3997 0,244 1,0213 Homogêneo 

BbF 8,03 0,1019 0,00000 0,1733 0,189 0,6451 Homogêneo 

BkF 8,74 0,1169 0,00000 0,2014 0,136 0,7015 Homogêneo 

BaP 9,27 0,0919 0,03613 0,1866 0,190 0,7447 Homogêneo 

Ind 8,45 0,0546 0,00000 0,1330 0,107 0,6785 Homogêneo 

DahA 9,58 0,1461 0,22037 0,2478 0,469** 0,7693 Não 
Homogêneo 

BghiP 8,20 0,0632 0,00025 0,1371 0,016 0,6582 Homogêneo 

*Média dos resultados calculados em base de gordura. ** De acordo com o critério da norma ISO 

13528, o material apresentou falta de homogeneidade para o analito DahA. 

 

De maneira análoga, Sykes et al. (2013) submeteram vários materiais teste 

(óleo de oliva, óleo de palma, manteiga de cacau, carne de salsicha, peixe defumado 

e fórmula infantil desidratada fortificados com padrão de HPAs, se necessário) a 

ensaio de homogeneidade de acordo com procedimento de Fearn e Thompson 

(2001). Os autores verificaram que todas as combinações matriz-analito 
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demonstraram homogeneidade suficiente, porém esses dados não foram utilizados 

no cálculo dos valores designados. Os analitos estudados por Sykes et al. (2013) 

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

Por outro lado, Simon et al. (2008) não conduziram testes de homogeneidade 

em materiais preparados para ensaio de proficiência (HPAs em óleo de girassol, milho 

e oliva), assumindo que os materiais teste eram líquidos e como tal eram considerados 

soluções reais, os quais, por definição, eram homogêneos.  

Hackenberg e Stachel (2013) testaram a homogeneidade de material teste de 

de um pó à base de cereais para baby food instantânea adicionado de HPAs usando 

dois protocolos: ISO 15328 (2005) e o IUPAC (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 

2006). Doze amostras foram tomadas aleatoriamente e analisadas em duplicata e o 

material teste provou ser suficientemente homogêneo para todos os analitos – 

benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno, benzo(a)fluoranteno, criseno –, quando 

assumido um desvio padrão alvo de 22% (HACKENBERG; STACHEL, 2013). 

 Em relação a matriz cacau e produtos derivados, este estudo em questão 

representa o único relato publicado na literatura em que a homogeneidade de um 

material teste para oito HPAs em amêndoas de cacau foi avaliada para itens de ensaio 

de proficiência. 
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3.1.3 Estabilidade em curto prazo 

 Os dados referentes ao ensaio de estabilidade em curto prazo estão 

relacionados na Tabela III.3. Não foi observada diferença significativa (p > 0,05) para 

todos os oito analitos pesquisados, portanto, é possível inferir que a exposição do 

material de referência a uma temperatura equivalente a 45º ± 2º C por um período 

máximo de nove dias, não afeta a estabilidade ou a qualidade desse material. 

Entretanto, destaca-se que o analito DahA não apresentou homogeneidade quando 

previamente testado, portanto, seu resultado de estabilidade, embora positivo, deve 

ser considerado com cautela. 

Tabela III.3 – Resultados do estudo de estabilidade em curto prazo, com 

armazenamento a 45 ± 2º C por zero, três, seis e nove dias 

Analito 
Médias (μg.kg-1 de gordura) dos tratamentos (dias) 

F p 
0 3 6 9 

BaA 10,84 11,06 9,91 10,92 0,237 0,869 

Cris 13,60 12,15 13,64 12,11 0,521 0,673 

BbF 14,02 11,55 16,51 11,46 1,023 0,404 

BkF 11,50 11,75 12,18 10,45 0,382 0,767 

BaP 13,02 12,73 19,31 12,26 0,847 0,484 

Ind 12,77 11,22 13,00 10,85 1,739 0,191 

DahA 12,93 12,68 12,96 11,62 0,267 0,849 

BghiP 12,67 11,23 13,04 10,53 0,886 0,465 

 

 Sykes et al. (2013) descreveram apenas que os materiais teste foram 

submetidos a ensaio de homogeneidade previamente ao envio para EP, assim como 

Simon et al. (2008). Diferentemente de Hackenberg e Stachel (2013), os quais 

declaram que testaram a estabilidade do material teste e não encontraram evidência 

de decomposição dos analitos, porém, não descreveram em quais condições o teste 

foi realizado e nem relacionaram mais detalhes do resultado. 

 Este estudo, novamente, representa o único relato publicado na literatura em 

que a estabilidade a curto prazo foi investigada para oito HPAs em amêndoas de 

cacau, com o objetivo de se produzir um material teste para ensaio de proficiência. 
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 Pela observação dos dados obtidos no estudo de estabilidade em curto prazo 

do candidato a material teste para ensaio de proficiência pode ser recomendado o 

transporte à temperatura ambiente, visto que todos oito os analitos pesquisados 

apresentaram estabilidade à temperatura de 45 ± 2º C. 

 Entretanto, quando aplicado o modelo de análise pelos critérios da ISO 13528 

(ISO 13528, 2005) e da IUPAC (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2006), cujos 

resultados são apresentados nas Tabelas III.4 a III.9, verifica-se que todos os 

compostos apresentaram falta de estabilidade a 45º C (para três, seis e nove dias de 

armazenamento), quando considerados os critérios do teste σp. Entretanto, quando 

se levam em conta os resultados do teste de t, todos os analitos apresentaram lotes 

estáveis para os três períodos de armazenamento, o que corrobora os resultados da 

ANOVA e do teste de Tukey. Os perfis de estabilidade segundo critérios da ISO 13528 

(ISO 13528, 2005) se diferiram entre os dias de armazenamento, podendo ser 

destacado que somente os analitos benzo(a)antraceno, benzo(k)fluoranteno, 

benzo(a)pireno e dibenzo(a,h)antraceno foram estáveis em armazenamento à 

temperatura de 45º C durante três dias, essa tendência não foi confirmada para o 

período de seis dias, entretanto, em nove dias de armazenamento, benzo(a)antraceno 

e benzo(a)pireno apresentaram estabilidade. 
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Tabela III.4 – Avaliação da estabilidade em curto prazo do material teste 

produzido, segundo critérios do protocolo da IUPAC (THOMPSON; ELLISON; 

WOOD, 2006) para 0 e 3 dias de armazenamento a 45º C 

Analito 

Estatística 

cX  e X  ec XX   
Critério teste de t* Critério σp** 

t  p Conclusão p0,1 σ
 Conclusão 

BaA 10,84 11,06 0,217 -0,13 0,899 Lote estável -0,022 
Lote não 
estável 

Cris 13,60 12,15 1,452 1,08 0,303 Lote estável 0,145 
Lote não 
estável 

BbF 14,02 11,55 2,466 1,52 0,159 Lote estável 0,247 
Lote não 
estável 

BkF 11,50 11,75 0,246 -0,22 0,832 Lote estável -0,025 
Lote não 
estável 

BaP 13,02 12,73 0,293 0,33 0,749 Lote estável 0,029 
Lote não 
estável 

Ind 12,77 11,22 1,556 1,95 0,079 Lote estável 0,156 
Lote não 
estável 

DahA 12,93 12,68 0,250 0,15 0,887 Lote estável 0,025 
Lote não 
estável 

BghiP 12,67 11,23 1,440 0,96 0,359 Lote estável 0,144 
Lote não 
estável 

cX : média controle das concentrações em µg.kg-1 de gordura; 
eX : média experimental das concentrações em µg.kg-1; 

*critério teste t: p ≥ 0,05: lote estável; **critério σp: ec XX  ≤ p0,1x σ  

BaA: benzo(a)antraceno; Cris: criseno; BbF: benzo(b)fluoranteno; BkF: benzo(k)fluoranteno; BaP: benzo(a)pireno; Ind: 

indeno(1,2,3-cd)pireno; DahA: dibenzo(a,h)antraceno; BghiP: benzo(g,h,i)perileno 
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Tabela III.5 - Avaliação da estabilidade em curto prazo do material teste 

produzido, segundo critérios da ISO 13528 (ISO 13528, 2005) para 0 e 3 dias de 

armazenamento a 45º C 

Analito 

Estatística 

Conclusão* 
kt,X  kt,Y  kt,kt, YX   

p0,3 σ  

BaA 10,84 11,06 0,217 0,7154 Lote estável 

Cris 13,60 12,15 1,452 0,8977 Lote não estável 

BbF 14,02 11,55 2,466 0,9252 Lote não estável 

BkF 11,50 11,75 0,246 0,7593 Lote estável 

BaP 13,02 12,73 0,293 0,8593 Lote estável 

Ind 12,77 11,22 1,556 0,8431 Lote não estável 

DahA 12,93 12,68 0,250 0,8536 Lote estável 

BghiP 12,67 11,23 1,440 0,8362 Lote não estável 

kt,X : média geral controle das concentrações em µg.kg-1 de gordura; kt,Y : média geral experimental das concentrações em 

µg.kg-1; *critério: kt,kt, YX  ≤ pσ0,3
 

BaA: benzo(a)antraceno; Cris: criseno; BbF: benzo(b)fluoranteno; BkF: benzo(k)fluoranteno; BaP: benzo(a)pireno; Ind: 

indeno(1,2,3-cd)pireno; DahA: dibenzo(a,h)antraceno; BghiP: benzo(g,h,i)perileno 
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Tabela III.6 – Avaliação da estabilidade em curto prazo do material teste 

produzido, segundo critérios do protocolo da IUPAC (THOMPSON; ELLISON; 

WOOD, 2006) para 0 e 6 dias de armazenamento a 45º C 

Analito 

Estatística 

cX  e X  ec XX   
Critério teste de t* Critério σp** 

t  p Conclusão p0,1 σ
 Conclusão 

BaA 10,84 9,91 0,926 0,60 0,565 
Lote 

estável 
0,093 

Lote não 
estável 

Cris 13,60 13,64 0,042 -0,02 0,985 
Lote 

estável 
-0,004 

Lote não 
estável 

BbF 14,02 16,51 2,491 -0,55 0,596 
Lote 

estável 
-0,249 

Lote não 
estável 

BkF 11,50 12,18 0,671 -0,30 0,774 
Lote 

estável 
-0,067 

Lote não 
estável 

BaP 13,02 19,31 6,292 -0,89 0,393 
Lote 

estável 
-0,629 

Lote não 
estável 

Ind 12,77 13,00 0,225 -0,15 0,881 
Lote 

estável 
-0,023 

Lote não 
estável 

DahA 12,93 12,96 0,026 -0,01 0,988 
Lote 

estável 
-0,003 

Lote não 
estável 

BghiP 12,67 13,04 0,368 -0,16 0,878 
Lote 

estável 
-0,037 

Lote não 
estável 

cX : média controle das concentrações em µg.kg-1 de gordura; 
eX : média experimental das concentrações em µg.kg-1; 

*critério teste t: p ≥ 0,05: lote estável; **critério σp: ec XX  ≤ p0,1x σ  

BaA: benzo(a)antraceno; Cris: criseno; BbF: benzo(b)fluoranteno; BkF: benzo(k)fluoranteno; BaP: benzo(a)pireno; Ind: 

indeno(1,2,3-cd)pireno; DahA: dibenzo(a,h)antraceno; BghiP: benzo(g,h,i)perileno 
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Tabela III.7 – Avaliação da estabilidade em curto prazo do material teste 

produzido, segundo critérios da ISO 13528 (ISO 13528, 2005) para 0 e 6 dias de 

armazenamento a 45º C 

Analito 

Estatística 

Conclusão* 
kt,X  kt,Y  kt,kt, YX   

p0,3σ  

BaA 10,84 9,91 0,926 0,7154 Lote não estável 

Cris 13,60 13,64 0,042 0,8977 Lote estável 

BbF 14,02 16,51 2,491 0,9252 Lote não estável 

BkF 11,50 12,18 0,671 0,7593 Lote estável 

BaP 13,02 19,31 6,292 0,8593 Lote não estável 

Ind 12,77 13,00 0,225 0,8431 Lote estável 

DahA 12,93 12,96 0,026 0,8536 Lote estável 

BghiP 12,67 13,04 0,368 0,8362 Lote estável 

kt,X : média geral controle das concentrações em µg.kg-1 de gordura; kt,Y : média geral experimental das concentrações em 

µg.kg-1; *critério: kt,kt, YX  ≤ pσ0,3
 

BaA: benzo(a)antraceno; Cris: criseno; BbF: benzo(b)fluoranteno; BkF: benzo(k)fluoranteno; BaP: benzo(a)pireno; Ind: 

indeno(1,2,3-cd)pireno; DahA: dibenzo(a,h)antraceno; BghiP: benzo(g,h,i)perileno 
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Tabela III.8 – Avaliação da estabilidade em curto prazo do material teste 

produzido, segundo critérios do protocolo da IUPAC (THOMPSON; ELLISON; 

WOOD, 2006) para 0 e 9 dias de armazenamento a 45º C 

Analito 

Estatística 

cX  e X  ec XX   
Critério teste de t* Critério σp** 

t  p Conclusão p0,1 σ
 Conclusão 

BaA 10,84 10,92 0,077 -0,06 0,957 
Lote 

estável 
-0,008 

Lote não 
estável 

Cris 13,60 12,11 1,494 1,01 0,336 
Lote 

estável 
0,149 

Lote não 
estável 

BbF 14,02 11,46 2,562 1,46 0,175 
Lote 

estável 
0,256 

Lote não 
estável 

BkF 11,50 10,45 1,052 0,90 0,387 
Lote 

estável 
0,105 

Lote não 
estável 

BaP 13,02 12,26 0,756 0,42 0,684 
Lote 

estável 
0,076 

Lote não 
estável 

Ind 12,77 10,85 1,921 1,90 0,087 
Lote 

estável 
0,192 

Lote não 
estável 

DahA 12,93 11,62 1,311 0,82 0,434 
Lote 

estável 
0,131 

Lote não 
estável 

BghiP 12,67 10,53 2,134 1,43 0,182 
Lote 

estável 
0,213 

Lote não 
estável 

cX : média controle das concentrações em µg.kg-1 de gordura; 
eX : média experimental das concentrações em µg.kg-1; 

*critério teste t: p ≥ 0,05: lote estável; **critério σp: ec XX  ≤ p0,1x σ  

BaA: benzo(a)antraceno; Cris: criseno; BbF: benzo(b)fluoranteno; BkF: benzo(k)fluoranteno; BaP: benzo(a)pireno; Ind: 

indeno(1,2,3-cd)pireno; DahA: dibenzo(a,h)antraceno; BghiP: benzo(g,h,i)perileno 
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Tabela III.9 – Avaliação da estabilidade em curto prazo do material teste 

produzido, segundo critérios da ISO 13528 (ISO 13528, 2005) para 0 e 9 dias de 

armazenamento a 45º C 

Analito 

Estatística 

Conclusão* 
kt,X  kt,Y  kt,kt, YX   

p0,3 σ  

BaA 10,84 10,92 0,077 0,7154 Lote estável 

Cris 13,60 12,11 1,494 0,8977 Lote não estável 

BbF 14,02 11,46 2,562 0,9252 Lote não estável 

BkF 11,50 10,45 1,052 0,7593 Lote não estável 

BaP 13,02 12,26 0,756 0,8593 Lote estável 

Ind 12,77 10,85 1,921 0,8431 Lote não estável 

DahA 12,93 11,62 1,311 0,8536 Lote não estável 

BghiP 12,67 10,53 2,134 0,8362 Lote não estável 

kt,X : média geral controle das concentrações em µg.kg-1 de gordura; kt,Y : média geral experimental das concentrações em 

µg.kg-1; *critério: kt,kt, YX  ≤ pσ0,3
 

BaA: benzo(a)antraceno; Cris: criseno; BbF: benzo(b)fluoranteno; BkF: benzo(k)fluoranteno; BaP: benzo(a)pireno; Ind: 

indeno(1,2,3-cd)pireno; DahA: dibenzo(a,h)antraceno; BghiP: benzo(g,h,i)perileno 

 

 Portanto, quando considerados os resultados das avaliação da estabilidade em 

curto prazo do material teste, deve-se destacar que todos os analitos sofreram 

variações significativas em sua concentração devido ao armazenamento a 45º C. 

Consequentemente, indica-se o armazenamento e transporte refrigerado do material 

em questão, quando se levam em conta os critérios da ISO 13528 (ISO 13528, 2005) 

e da IUPAC (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2006). 
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3.1.4 Estabilidade em longo prazo 

 Na Tabela III.10, encontram-se relacionados os resultados da avaliação da 

estabilidade do material teste, em intervalos de análise de 1 (T1) a 4 meses (T4) após 

o ensaio de homogeneidade (T0), conforme critérios do protocolo da IUPAC 

(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2006). Considerando-se os critérios do teste de t e 

do desvio padrão alvo, pode-se verificar que houve diferença significativa entre os 

grupos controle (médias das concentrações do T0, em µg.kg-1 de gordura) e 

experimental (médias das concentrações do T4, em µg.kg-1 de gordura)(p < 0,05). 

Nessa situação, todos os analitos apresentam instabilidade no período de 4 meses de 

armazenamento refrigerado, em frascos de vidro âmbar. 

Tabela III.10 – Avaliação da estabilidade em longo prazo do material teste 

produzido, segundo critérios do protocolo da IUPAC (THOMPSON; ELLISON; 

WOOD, 2006), após 4 meses 

Analito 

Estatística 

cX  e X  ec XX   
Critério teste de t* Critério σp** 

t  p Conclusão p0,1 σ Conclusão 

BaA 10,95 16,02 5,069 -8,30 1,65x10-8 
Lote não 
estável 

-0,507 
Lote não 
estável 

Cris 12,72 26,41 13,691 -19,5 3,14x10-16 
Lote não 
estável 

-1,369 
Lote não 
estável 

BbF 8,03 12,75 4,714 -10,1 3,85x10-10 
Lote não 
estável 

-0,471 
Lote não 
estável 

BkF 8,74 14,54 5,803 -12,7 3,68x10-12 
Lote não 
estável 

-0,580 
Lote não 
estável 

BaP 9,27 11,71 2,432 -5,70 7,24x10-6 
Lote não 
estável 

0,500 
Lote não 
estável 

Ind 8,45 12,56 4,108 -11,8 1,66x10-11 
Lote não 
estável 

-0,411 
Lote não 
estável 

DahA 9,58 12,21 2,626 -3,83 8,17x10-4 
Lote não 
estável 

-0,263 
Lote não 
estável 

BghiP 8,20 13,55 5,350 -13,7 7,36x10-13 
Lote não 
estável 

-0,535 
Lote não 
estável 

cX : média controle das concentrações em µg.kg-1 de gordura; 
eX : média experimental das concentrações em µg.kg-1; 

*critério teste t: p ≥ 0,05: lote estável; **critério σp: ec XX  ≤ p0,1x σ  

BaA: benzo(a)antraceno; Cris: criseno; BbF: benzo(b)fluoranteno; BkF: benzo(k)fluoranteno; BaP: benzo(a)pireno; Ind: 

indeno(1,2,3-cd)pireno; DahA: dibenzo(a,h)antraceno; BghiP: benzo(g,h,i)perileno 
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 De maneira análoga, quando se consideram os critérios da norma ISO 13528 

(ISO 13528, 2005), todos os analitos, mais uma vez, são apontados como instáveis 

no período de armazenamento refrigerado de 4 meses (Tabela III.11).  

 
Tabela III.11 – Avaliação da estabilidade em longo prazo do material teste 

produzido, segundo critérios da ISO 13528 (ISO 13528, 2005), após 4 meses 

Analito 

Estatística 

Conclusão* 
kt,X  kt,Y  kt,kt, YX   

p0,3 σ  

BaA 10,95 16,02 5,069 0,7229 Lote não estável 

Cris 12,72 26,41 13,691 0,8395 Lote não estável 

BbF 8,03 12,75 4,714 0,5303 Lote não estável 

BkF 8,74 14,54 5,803 0,5766 Lote não estável 

BaP 9,27 11,71 2,432 0,6121 Lote não estável 

Ind 8,45 12,56 4,108 0,5576 Lote não estável 

DahA 9,58 12,21 2,626 0,6323 Lote não estável 

BghiP 8,20 13,55 5,350 0,5410 Lote não estável 

kt,X : média geral controle das concentrações em µg.kg-1 de gordura; kt,Y : média geral experimental das concentrações em 

µg.kg-1; *critério: kt,kt, YX  ≤ pσ0,3
 

BaA: benzo(a)antraceno; Cris: criseno; BbF: benzo(b)fluoranteno; BkF: benzo(k)fluoranteno; BaP: benzo(a)pireno; Ind: 

indeno(1,2,3-cd)pireno; DahA: dibenzo(a,h)antraceno; BghiP: benzo(g,h,i)perileno 

 Devido à falta de estabilidade descrita no período de armazenamento 

refrigerado de 4 meses, houve necessidade da repetição dos testes de acordo com 

os critérios do protocolo da IUPAC (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2006), após 1 

mês (T1) de armazenamento refrigerado (Tabela III.12). Observa-se que, nesse 

período específico, houve indicação de estabilidade para 2 analitos, 

benzo(a)antraceno e criseno, para os quais não houve diferença significativa entre as 

médias dos grupos controle (T0) e experimental (T1), quando considerados os 

critérios do teste de t. Entretanto, quando considerados os critérios de avaliação pelo 

desvio padrão alvo, também descrito no documento da IUPAC, somente um dos oito 

analitos pesquisados foi considerado estável: benzo(a)antraceno. Evidencia-se que, 

o critério do desvio padrão alvo é uma abordagem que possui um caráter mais 

restritivo, apontando falta de estabilidade para sete dos oito analitos pesquisados. 
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Tabela III.12 – Avaliação da estabilidade em longo prazo do material teste 

produzido, segundo critérios do protocolo da IUPAC (THOMPSON; ELLISON; 

WOOD, 2006), após 1 mês 

Analito 

Estatística 

cX  e X  ec XX   
Critério teste de t* Critério σp** 

t  p Conclusão p0,1 σ Conclusão 

BaA 10,95 10,84 0,115 0,16 0,872 
Lote 

estável 
0,011 

Lote 
estável 

Cris 12,72 13,60 0,882 -1,02 0,316 
Lote 

estável 
-0,088 

Lote não 
estável 

BbF 8,03 14,02 5,984 -7,62 7,43x10-8 
Lote não 
estável 

-0,598 
Lote não 
estável 

BkF 8,74 11,50 2,768 -4,28 2,60x10-4 
Lote não 
estável 

-0,277 
Lote não 
estável 

BaP 9,27 13,02 3,745 -6,57 8,62x10-7 
Lote não 
estável 

-0,375 
Lote não 
estável 

Ind 8,45 12,77 4,324 -9,50 1,33x10-9 
Lote não 
estável 

-0,432 
Lote não 
estável 

DahA 9,58 12,93 3,353 -3,72 1,07x10-3 
Lote não 
estável 

-0,335 
Lote não 
estável 

BghiP 8,20 12,67 4,472 -5,89 4,42x10-6 
Lote não 
estável 

-0,447 
Lote não 
estável 

cX : média controle das concentrações em µg.kg-1 de gordura; 
eX : média experimental das concentrações em µg.kg-1; 

*critério teste t: p ≥ 0,05: lote estável; **critério σp: ec XX  ≤ p0,1x σ  

BaA: benzo(a)antraceno; Cris: criseno; BbF: benzo(b)fluoranteno; BkF: benzo(k)fluoranteno; BaP: benzo(a)pireno; Ind: 

indeno(1,2,3-cd)pireno; DahA: dibenzo(a,h)antraceno; BghiP: benzo(g,h,i)perileno 

 

 Na Tabela III.13 está descrito o resultado da avaliação da estabilidade em 

longo prazo de acordo com os critérios da norma ISO 13528 (ISO 13528, 2005), após 

1 mês (T1) de armazenamento refrigerado do material teste. Verifica-se uma 

correspondência entre esses resultados e os resultados da avaliação pelo critério do 

desvio padrão alvo segundo IUPAC (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2006), em que 

apenas um dos oito analitos pesquisados, benzo(a)antraceno, apresentou 

estabilidade no período avaliado. 
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Tabela III.13 – Avaliação da estabilidade em longo prazo do material teste 

produzido, segundo critérios da ISO 13528 (ISO 13528, 2005), após 1 mês 

Analito 

Estatística 

Conclusão* 
kt,X  kt,Y  kt,kt, YX   

p0,3σ  

BaA 10,95 10,84 0,115 0,7229 Lote estável 

Cris 12,72 13,60 0,882 0,8395 Lote não estável 

BbF 8,03 14,02 5,984 0,5303 Lote não estável 

BkF 8,74 11,50 2,768 0,5766 Lote não estável 

BaP 9,27 13,02 3,745 0,6121 Lote não estável 

Ind 8,45 12,77 4,324 0,5576 Lote não estável 

DahA 9,58 12,93 3,353 0,6323 Lote não estável 

BghiP 8,20 12,67 4,472 0,5410 Lote não estável 

kt,X : média geral controle das concentrações em µg.kg-1 de gordura; kt,Y : média geral experimental das concentrações em 

µg.kg-1; *critério: kt,kt, YX  ≤ pσ0,3
 

BaA: benzo(a)antraceno; Cris: criseno; BbF: benzo(b)fluoranteno; BkF: benzo(k)fluoranteno; BaP: benzo(a)pireno; Ind: 

indeno(1,2,3-cd)pireno; DahA: dibenzo(a,h)antraceno; BghiP: benzo(g,h,i)perileno 

Em seus estudos, Sykes et al. (2013) e Simon et al. (2008) não consideraram 

o estudo de estabilidade em longo prazo do material teste para ensaio de proficiência. 

Por outro lado, Hackenberg e Stachel (2013) destacam que estudaram a estabilidade 

do material antes das amostras serem enviadas para o EP e nenhuma evidência de 

decomposição dos analitos foi percebida, entretanto, o procedimento pelo qual esses 

autores testam a estabilidade do material não é evidenciado no estudo.  

Novamente, em relação a matriz cacau e produtos derivados, este estudo em 

questão, também, representa o único relato publicado na literatura em que a 

estabilidade em longo prazo foi investigada para oito HPAs em amêndoas de cacau, 

com o objetivo de se produzir um material teste para ensaio de proficiência. 

Navarro et al. (2010) estudaram a estabilidade em longo prazo durante um 

período de 13 meses, de um material de tecido de molusco, em cinco diferentes 

intervalos. Cinco frascos de cada temperatura de armazenamento foram selecionados 

aleatoriamente e analisados, sendo que seis frascos que se encontravam na 

temperatura de referência foram analisados ao mesmo tempo. Os autores concluíram 

que os analitos acenafteno, fluoranteno, fenantreno, pireno, benzo(a)antraceno, 

criseno, benzo(a)pireno e benzo(g,h,i)perileno foram estáveis à temperatura de -20°C, 
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mas não à temperatura de refrigeração, 4° C. Diferentemente de Win et al. (1998), que 

realizaram estudo de estabilidade em longo prazo em material de referência de óleo 

de coco, sob diferentes condições de armazenamento (4, 25 e 40º C) em 12 meses, 

analisando os MRs a cada 3 meses (RM 458) ou a um intervalo de 9 meses (RM 459). 

O método utilizado para a avaliação da estabilidade baseou-se na comparação entre 

os resultados da homogeneidade e da estabilidade apenas usando critérios do teste 

de t. Os autores concluíram que ambos os materiais foram estáveis a 25º C durante 

um período de 12 meses e que o material adicionado de HPAs (RM 459), também, 

mostrou estabilidade a 40º C em relação às frações de massas de HPAs (WIN et al., 

1998).  

Pela observação dos dados fornecidos pelas Tabelas III.10, III.11, III.12 e III.13, 

verifica-se que houve uma tendência de aumento da concentração dos HPAs em 

relação ao tempo de armazenamento. Em 2008, Guillén et al. observaram formação 

de HPAs de baixo peso molecular no headspace de amostras de óleo de girassol, 

armazenadas em embalagens fechadas por 112 meses à temperatura ambiente. 

Segundo esses autores, durante esse tempo, o único processo de degradação 

ocorrido no óleo foi a oxidação, sugerindo que esse processo químico leva à geração 

de radicais livres insaturados, os quais, na presença de quantidades limitadas de 

oxigênio, podem evoluir para a formação de ciclos aromáticos, ou podem ocorrer 

reações entre produtos de oxidação secundária que são insaturados (GUILLÉN et al., 

2008). No entanto, o uso de frascos âmbar, como os que foram utilizados para o 

armazenamento do material de amêndoas de cacau, minimiza a oxidação dos lipídios 

do produto, constituindo uma proteção à penetração da luz ultravioleta. Apesar desse 

fato, deve-se considerar que não foi utilizada atmosfera modificada para o envase dos 

frascos, permitindo a presença de pequena quantidade de oxigênio dentro da 

embalagem. 

Segundo Machado et al. (2014), que estudaram a formação de HPAs na 

cachaça, esses contaminantes podem ser formados durante o processamento ou 

podem ser incorporados através do contato com os recipientes que transportam essas 

substâncias. Os autores descrevem que o armazenamento da cachaça 

sucessivamente nos mesmos recipientes de plástico pode ser responsável pela 

contaminação da bebida com HPAs. Além disso, conforme Moret e Conte (2000), há 

possibilidade de contaminação de óleos vegetais com HPAs por redifusão de filmes 
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de polietileno reciclado usados para embalagem de óleos. No estudo em questão, não 

foram utilizados recipientes de plástico, mas, sim, frascos de vidro âmbar. Todos os 

frascos utilizados para armazenamento do material de amêndoas de cacau foram 

adequadamente limpos e rinsados com solvente orgânico (acetona), conforme 

orientação da EFSA para o preparo de vidrarias para análise de HPAs (EFSA, 2008). 

Entretanto, as tampas utilizadas nos frascos eram de material plástico, as quais não 

passaram pelo mesmo procedimento de limpeza que o vidro (considerando-se que 

estavam adequadamente embaladas e esterilizadas), mas deve-se considerar a 

hipótese de que o nonano (utilizado para incorporação do padrão no material) possa 

ter ocasionado essa redifusão de contaminantes das tampas plásticas.  

Esse fenômeno do aumento da concentração dos HPAs, também, pode ser 

explicado por um aumento dos sólidos totais do material, ocasionado por uma possível 

desidratação do produto em armazenamento refrigerado ou pela evaporação do 

solvente (nonano) utilizado para incorporação do padrão. Tal fato pode ter 

possibilitado um aumento do nível de HPAs adicionados em relação ao peso do 

produto final. 
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4 CONCLUSÃO 

 Os resultados do procedimento piloto indicaram que, através da comparação 

das recuperações dos padrões de HPAs, a incorporação dos padrões ao material teste 

pela utilização do nonano foi mais satisfatória. 

 O material teste para ensaio de proficiência foi, portanto, produzido nas 

condições otimizadas pelo procedimento piloto: primeiramente, moagem e tamisação 

da amêndoa de cacau congelada por nitrogênio líquido, seguida da incorporação 

parcial de HPAs previamente solubilizados em nonano, posteriormente 

homogeneização da fração incorporada em misturador drum e mistura das frações 

incorporada e não incorporada em misturador do tipo “V”. Seguiu-se a estocagem em 

frascos de vidro âmbar, rotulagem e armazenamento sob refrigeração. 

 Houve falta de homogeneidade apenas para o composto 

dibenzo(a,h)antraceno quando considerados os critérios de avaliação da ISO 13528 

(ISO 13528, 2005). Todo o lote foi considerado homogêneo para todos os HPAs 

pesquisados pelos critérios da IUPAC (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2006), 

destacando maior rigor do teste preconizado pela norma ISO 13528.  

 No caso da estabilidade em curto prazo, no período de três, seis e nove dias 

em armazenamento a 45º C, o lote foi considerado estável pelos critérios do teste de 

t (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2006) para todos os analitos. No entanto, todos os 

analitos sofreram variações significativas em sua concentração devido ao 

armazenamento a 45º C, de acordo com os critérios da ISO 13528 (ISO 13528, 2005) 

e do desvio padrão alvo da IUPAC (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2006), 

evidenciando-se que o transporte do material deve ser refrigerado. 

 Na avaliação da estabilidade em longo prazo, no período de um mês de 

armazenamento refrigerado, o lote foi estável apenas para o composto 

benzo(a)antraceno pelos critérios da IUPAC (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2006) 

e da ISO 13528 (ISO 13528, 2005), para o período de um mês sob refrigeração. Esse 

resultado reforça a ideia de que o material preparado de HPAs em amêndoas de cacau 

deve ser utilizado com o intuito único de se realizar um ensaio de proficiência e não 

pode ser usado como material de referência e nem adquirir a certificação. Na 

preparação de um novo material de HPAs em amêndoas de cacau, outras 
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possibilidades de incorporação do padrão, além de armazenamento congelado e 

embalagem a vácuo, devem ser consideradas caso o objetivo final seja a estabilidade 

desse material por um período superior ao contemplado neste estudo. 
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APÊNDICE A 

Materiais teste para ensaio de proficiência para hidrocarbonetos policíclicos aromáticos em alimentos disponibilizados 

por provedores internacionais 

Nome ou Código 
do EP 

Provedor Matriz Analitos Valores atribuídos e 
incerteza 

Apresentação Preço 

PT 1060 JRC Moluscos 
liofilizados 

Benzo(a)antraceno 

Criseno 

Benzo(b)fluoranteno 

Benzo(a)pireno 

Soma 4 HPAs 

3,12 ± 0,35 µg.kg-1 

5,66 ± 0,54 µg.kg-1 

4,91 ± 0,57 µg.kg-1 

0.77 ± 0,12 µg.kg-1 

14,46 ± 0,87 µg.kg-1 

30 g em frascos de 
vidro âmbar 

€ 300 
PT 1060 JRC Moluscos 

congelados 
Benzo(a)antraceno 

Criseno 

Benzo(b)fluoranteno 

Benzo(a)pireno 

Soma 4 HPAs 

3,66 ± 0,25 µg.kg-1 

5,28 ± 0,29 µg.kg-1 

4,85 ± 0,42 µg.kg-1 

3,99 ± 0,34 µg.kg-1 

17,78 ± 0,66 µg.kg-1 

30 g em frascos de 
vidro âmbar 

EU-RL PT 824 EC‐JRC‐IRMM Azeite de oliva Benzo(a)antraceno 

Criseno 

Benzo(b)fluoranteno 

Benzo(a)pireno 

Soma 4 HPAs 

2,79 ± 0,02 µg.kg-1 

2,77 ± 0,03 µg.kg-1 

5,32 ± 0,05 µg.kg-1 

2,27 ± 0,03 µg.kg-1 

13,15 ± 0,07 µg.kg-1 

20 g em ampolas de 
vidro âmbar de 25 mL 

€ 250 
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Nome ou Código 
do EP 

Provedor Matriz Analitos Valores atribuídos e 
incerteza 

Apresentação Preço 

EU-RL PT 822 EC‐JRC‐IRMM Manteiga de cacau Benzo(a)antraceno 

Criseno 

Benzo(b)fluoranteno 

Benzo(a)pireno 

Soma 4 HPAs 

1,55 ± 0,07 µg.kg-1 

2,28 ± 0,15 µg.kg-1 

1,20 ± 0,06 µg.kg-1 

0,86 ± 0,03 µg.kg-1 

5,89 ± 0,18 µg.kg-1 

20 mL em vials de 
vidro âmbar 

€ 250 
EU-RL PT 822 EC‐JRC‐IRMM Chocolate amargo Benzo(a)antraceno 

Criseno 

Benzo(b)fluoranteno 

Benzo(a)pireno 

Soma 4 HPAs 

1,72 ± 0,09 µg.kg-1 

2,12 ± 0,11 µg.kg-1 

1,02 ± 0,06 µg.kg-1 

0,78 ± 0,04 µg.kg-1 

5,64 ± 0,16 µg.kg-1 

30 g em vials de vidro 
âmbar 

EU-RL PT-2011 on 
PAHs in olive oil 

EC‐JRC‐IRMM Azeite de oliva Benzo(a)antraceno 

Criseno 

Benzo(b)fluoranteno 

Benzo(a)pireno 

Soma 4 HPAs 

2,79 ± 0,02 µg.kg-1 

2,77 ± 0,03 µg.kg-1 

5,32 ± 0,05 µg.kg-1 

2,27 ± 0,03 µg.kg-1 

13,15 ± 0,07 µg.kg-1 

20 g em ampolas de 
vidro âmbar de 25 mL 

€ 250 
EU-RL PT 1101 EC‐JRC‐IRMM Suplemento 

alimentar (extrato 
seco de erva-de-
são-joão) 

Benzo(a)antraceno 

Criseno 

Benzo(b)fluoranteno 

Benzo(a)pireno 

Soma 4 HPAs 

2,98 ± 0,24 µg.kg-1 

4,07 ± 0,81 µg.kg-1 

2,92 ± 0,28 µg.kg-1 

1,65 ± 0,26 µg.kg-1 

11,62 ± 0,93 µg.kg-1 

15 g do pó em vials de 
vidro âmbar 

(continuação) 
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Nome ou Código 
do EP 

Provedor Matriz Analitos Valores atribuídos e 
incerteza 

Apresentação Preço 

EU-RL PAHs PT 
2014 
Interlaboratory 
comparison 423 – 
spirulina 

EC‐JRC‐IRMM Pó de spirulina 
naturalmente 
contaminado e 
homogeneizado 

Benzo(a)antraceno 

Criseno 

Benzo(b)fluoranteno 

Benzo(a)pireno 

Soma de 4 HPAs 

4,64 ± 0,31 µg.kg-1 

11,77 ± 0,88 µg.kg-1 

9,90 ± 0,60 µg.kg-1 

3,56 ± 0,24 µg.kg-1 

29,87 ± 1,13 µg.kg-1 

20 g em frasco âmbar 
com tampa metálica 

€ 350 
EU-RL PAHs PT 
2014 
Interlaboratory 
comparison 423 – 
fish oil 

EC‐JRC‐IRMM Óleo de peixe 
fortificado 

Benzo(a)antraceno 

Criseno 

Benzo(b)fluoranteno 

Benzo(a)pireno 

Soma de 4 HPAs 

3,33 ± 0,28 µg.kg-1 

3,57 ± 0,39 µg.kg-1 

4,34 ± 0,26 µg.kg-1 

3,29 ± 0,19 µg.kg-1 

14,54 ± 0,58 µg.kg-1 

20 g em ampola de 
vidro âmbar 

EU-RL PAHs PT 
2014 
Interlaboratory 
comparison 424 – 
smoked sausage 

EC‐JRC‐IRMM Salsicha 
defumada 
naturalmente 
contaminada e 
homogeneizada 

Benzo(a)antraceno 

Criseno 

Benzo(b)fluoranteno 

Benzo(a)pireno 

Soma de 4 HPAs 

6,44 ± 0,41 µg.kg-1 

6,70 ± 0,52 µg.kg-1 

4,93 ± 0,42 µg.kg-1 

8,54 ± 0,49 µg.kg-1 

26,61 ± 1,21 µg.kg-1 

20 g em frasco âmbar 
com tampa metálica 

€ 300 

 

 

 

 

      

(continuação) 
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Nome ou Código 
do EP 

Provedor Matriz Analitos Valores atribuídos e 
incerteza 

Apresentação Preço 

2nd inter-laboratory 
comparison (ILC) 
of the Community 
Reference 
Laboratory for 
Polycyclic 
Aromatic 
Hydrocarbons 
(PAHs) on the 
determination of 
the 15+1 EU 
priority PAHs in 
edible oil and 
acetonitrile 

EC-JRC-IRMM Óleo comestível 5-metilcriseno 

Benzo(a)antraceno 

Benzo(a)pireno 

Benzo(b)fluoranteno 

Benzo(c)fluoreno 

Benzo(g,h,i)perileno 

Benzo(j)fluoranteno 

Benzo(k)fluoranteno 

Criseno 

Ciclopenta(c,d)pireno 

Dibenzo(a,e)pireno 

Dibenzo(a,h)antraceno 

Dibenzo(a,h)pireno 

Dibenzo(a,i)pireno 

Dibenzo(a,l)pireno 

Indeno(1,2,3-cd)pireno 

3,29 ±  0,01 µg.kg-1 

1,17 ± 0,01 µg.kg-1 

1,36 ± 0,01 µg.kg-1 

2,60 ± 0,01 µg.kg-1 

7,36 ± 0,08 µg.kg-1 

5,41 ± 0,02 µg.kg-1 

7,05 ± 0,03 µg.kg-1 

4,19 ± 0,02 µg.kg-1 

2,19 ± 0,01 µg.kg-1 

6,26 ± 0,02 µg.kg-1 

7,00 ± 0,03 µg.kg-1 

2,79 ± 0,01 µg.kg-1 

4,58 ± 0,02 µg.kg-1 

6,20 ± 0,15 µg.kg-1 

1,73 ± 0,01 µg.kg-1 

8,70 ± 0,03 µg.kg-1 

20 mL em duas 
ampolas 

Não especificado 

       

 

 

      

(continuação) 
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Nome ou Código 
do EP 

Provedor Matriz Analitos Valores atribuídos e 
incerteza 

Apresentação Preço 

3rd inter-laboratory 
comparison (ILC) 
of the Community 
Reference 
Laboratory for 
Polycyclic 
Aromatic 
Hydrocarbons 
(PAHs) on the 
determination of 
the 15+1 EU 
priority PAHs in 
sausage meat and 
acetonitrile 

EC-JRC-IRMM Carne de salsicha 
fortificada 

5-metilcriseno 

Benzo(a)antraceno 

Benzo(a)pireno 

Benzo(b)fluoranteno 

Benzo(c)fluoreno 

Benzo(g,h,i)perileno 

Benzo(j)fluoranteno 

Benzo(k)fluoranteno 

Criseno 

Ciclopenta(c,d)pireno 

Dibenzo(a,e)pireno 

Dibenzo(a,h)antraceno 

Dibenzo(a,h)pireno 

Dibenzo(a,i)pireno 

Dibenzo(a,l)pireno 

Indeno(1,2,3-cd)pireno 

6,2 µg.kg-1 

5,9 µg.kg-1 

5,3 µg.kg-1 

4,1 µg.kg-1 

3,9 µg.kg-1 

4,7 µg.kg-1 

9,2 µg.kg-1 

5,2 µg.kg-1 

6,4 µg.kg-1 

6,0 µg.kg-1 

7,1 µg.kg-1 

7,7 µg.kg-1 

9,9 µg.kg-1 

5,6 µg.kg-1 

7,7 µg.kg-1 

5,2 µg.kg-1 

50 g em lata Não especificado 

 

 

 

      

(continuação) 
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Nome ou Código 
do EP 

Provedor Matriz Analitos Valores atribuídos e 
incerteza 

Apresentação Preço 

4th inter-laboratory 
comparison (ILC) 
organised by the 
Community 
Reference 
Laboratory for 
Polycyclic 
Aromatic 
Hydrocarbons 
(CRL PAH) on the 
determination of 
the 15+1 EU 
priority PAHs in 
fish and 
acetonitrile 

EC-JRC-IRMM Peixe defumado 
fortificado 

5-metilcriseno 

Benzo(a)antraceno 

Benzo(a)pireno 

Benzo(b)fluoranteno 

Benzo(c)fluoreno 

Benzo(g,h,i)perileno 

Benzo(j)fluoranteno 

Benzo(k)fluoranteno 

Criseno 

Ciclopenta(c,d)pireno 

Dibenzo(a,e)pireno 

Dibenzo(a,h)antraceno 

Dibenzo(a,h)pireno 

Dibenzo(a,i)pireno 

Dibenzo(a,l)pireno 

Indeno(1,2,3-cd)pireno 

4,8 µg.kg-1 

4,8 µg.kg-1 

5,6 µg.kg-1 

5,6 µg.kg-1 

4,7 µg.kg-1 

5,5 µg.kg-1 

4,8 µg.kg-1 

4,9 µg.kg-1 

5,2 µg.kg-1 

5,2 µg.kg-1 

5,2 µg.kg-1 

5,4 µg.kg-1 

4,6 µg.kg-1 

5,1 µg.kg-1 

5,2 µg.kg-1 

4,1 µg.kg-1 

50 g em duas latas 

Não especificado 

 

 

 

     

 

(continuação) 
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Nome ou Código 
do EP 

Provedor Matriz Analitos Valores atribuídos e 
incerteza 

Apresentação Preço 

4th inter-laboratory 
comparison (ILC) 
organised by the 
Community 
Reference 
Laboratory for 
Polycyclic 
Aromatic 
Hydrocarbons 
(CRL PAH) on the 
determination of 
the 15+1 EU 
priority PAHs in 
fish and 
acetonitrile 

EC-JRC-IRMM Peixe fortificado 
com um extrato de 
óleo de sabor 
defumado 

5-metilcriseno 

Benzo(a)antraceno 

Benzo(a)pireno 

Benzo(b)fluoranteno 

Benzo(c)fluoreno 

Benzo(g,h,i)perileno 

Benzo(j)fluoranteno 

Benzo(k)fluoranteno 

Criseno 

Ciclopenta(c,d)pireno 

Dibenzo(a,e)pireno 

Dibenzo(a,h)antraceno 

Dibenzo(a,h)pireno 

Dibenzo(a,i)pireno 

Dibenzo(a,l)pireno 

Indeno(1,2,3-cd)pireno 

<LOD 

1,9 µg.kg-1 

0,94 µg.kg-1 

0,70 µg.kg-1 

4,1 µg.kg-1 (apenas 
indicativo) 

0,39 µg.kg-1 

0,49 µg.kg-1 

0,36 µg.kg-1 

2,4 µg.kg-1 

0,33 µg.kg-1 

<LOQ 

<LOQ 

<LOD 

<LOD 

<LOD 

0,33 µg.kg-1 

50 g em duas latas 

Não especificado 

       

       

       

(continuação) 
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Nome ou Código 
do EP 

Provedor Matriz Analitos Valores atribuídos e 
incerteza 

Apresentação Preço 

EC JRC IRMM – 
CRL-PAH-08 

EC-JRC-IRMM Azeite de oliva 5-metilcriseno 

Benzo(a)antraceno 

Benzo(a)pireno 

Benzo(b)fluoranteno 

Benzo(c)fluoreno 

Benzo(g,h,i)perileno 

Benzo(j)fluoranteno 

Benzo(k)fluoranteno 

Criseno 

Ciclopenta(c,d)pireno 

Dibenzo(a,e)pireno 

Dibenzo(a,h)antraceno 

Dibenzo(a,h)pireno 

Dibenzo(a,i)pireno 

Dibenzo(a,l)pireno 

Indeno(1,2,3-cd)pireno 

1,1 µg.kg-1 

2,4 µg.kg-1 

3,0 µg.kg-1 

5,4 µg.kg-1 

1,8 µg.kg-1 

6,2 µg.kg-1 

1,4 µg.kg-1 

8,2 µg.kg-1 

3,4 µg.kg-1 

7,7 µg.kg-1 

1,0 µg.kg-1 

3,8 µg.kg-1 

2,5 µg.kg-1 

9,8 µg.kg-1 

1,5 µg.kg-1 

3,8 µg.kg-1 

20 g em ampola Não especificado 
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Nome ou Código 
do EP 

Provedor Matriz Analitos Valores atribuídos e 
incerteza 

Apresentação Preço 

FAPAS 0668 FAPAS Peixe defumado Benzo(a)antraceno, Criseno, 
Benzo(b)fluoranteno, 
Benzo(a)pireno, Indeno(1,2,3-
cd)pireno, 
Benzo(g,h,i)perileno, Soma de 
4 HPAs 

Não especificado (em 
andamento) 

50 g Não especificado 

FAPAS 0669 FAPAS Óleo de oliva 5-metilcriseno, 
Benzo(a)antraceno, 
Benzo(a)pireno, 
Benzo(b)fluoranteno, 
Benzo(c)fluoreno, 
Benzo(g,h,i)perileno, 
Benzo(j)fluoranteno, 
Benzo(k)fluoranteno, Criseno, 
Ciclopenta(c,d)pireno, 
Dibenzo(a,e)pireno, 
Dibenzo(a,h)antraceno, 
Dibenzo(a,h)pireno, 
Dibenzo(a,i)pireno, 
Dibenzo(a,l)pireno, 
Indeno(1,2,3-cd)pireno, Soma 
de 4 HPAs 

Não especificado (em 
andamento) 

30 mL Não especificado 

 

(continuação) 
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