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RESUMO

Os compostos carbonilicos (CC) sdo compostos altamente toxicos. A
exposicdo humana aos CC ocorre a partir da inalacdo de seus vapores, contato
com a pele e ingestdo através dos alimentos. Portanto, o conhecimento dos
niveis de concentracdo dos compostos carbonilicos € de extrema importancia
para avaliagdes ambientais de contaminacido e exposicdo, porém limita-se na
maioria das vezes, apenas a concentragdao de formaldeido e, algumas vezes,
de acetaldeido, deixando de lados outros poluentes ndo menos nocivos a saude
humana.

Uma crescente preocupacgao tem sido em relagao a exposi¢ao da populagao
que passa a maior parte do dia em recintos fechados como, por exemplo, casas,
escritorios, lojas e ambientes de lazer aos compostos carbonilicos. A exposi¢cao
nestes ambientes torna-se mais critica devido ao maior tempo de exposicéo e as
elevadas concentragdes de poluentes emitidas por diversas fontes.

Neste trabalho, foi desenvolvido e validado um método de cromatografia
gasosa para determinagdo de acroleina, um composto carbonilico tdéxico, em
amostras de ar expirado, ar ambiente e em alimentos fritos com diferentes tipos
de ¢6leo. Para a analise do ar expirado a curva analitica foi construida com um
sistema de geragdo de padrdo gasoso de acroleina através de um método de
permeacao . As analises foram efetuadas por cromatografia gasosa com detector
de espectrometria de massas utilizando a técnica de microextracdo em fase solida
(SPME) com fibra de poliacrilato (PA).

Foram desenvolvidos dois métodos de derivatizagdo com 2/4-
dinitrodenilhidrazina (2,4-DNPH) para a quantificacido de acroleina por SPME-
GC/MS, para a analise de alimentos a derivatizacao foi feita na solucédo de 2,4-
DNPH e para as analises do ar expirado e do ar ambiente a derivatizagao foi feita
na fibra de PA.

As metodologias desenvolvidas foram validadas e aplicadas em amostras
reais de ar expirado de dois grupos de individuos, fumantes e ndo fumantes. Os

resultados obtidos apresentaram diferenga estatisticamente significativa para os



grupos de individuos fumantes e nao fumantes. Em média a concentragado de
acroleina no ar expirado de individuos ndo fumantes foi menor quando comparada
a dos individuos fumantes. No ar ambiente a concentragao de acroleina foi maior
nos estacionamentos devido a emissao de acroleina pela queima de combustiveis.

A metodologia desenvolvida permitiu uma analise quantitativa de acroleina-
DNPH em varios alimentos (batata, mandioca e linguiga) fritos em diferentes
tipos de 6leos. Os valores encontrados neste estudo foram menores que o limite
maximo estabelecido pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) - 2002, que
especifica que a concentragao de acroleina em alimentos nao ultrapasse 40 ug/g.
A concentragao de acroleina foi menor em batata frita em déleo de soja, devido
o0 menor teor de acidos graxos insaturados presente neste 6leo. Em mandioca e
lingUica a concentragdo de acroleina utilizando 6leo de milho apresentou valores
proximos indicando que a absor¢ao do 6leo independe do tipo de alimento.

O método de microextragdo em fase solida utilizado para amostragem e
extracao de acroleina nas diferentes matrizes mostrou-se adequada, considerando
a simplicidade e rapidez no processo de analise. A cromatografia gasosa com
espectrometria de massas proporcionou a seletividade, precisao, sensibilidade
e confiabilidade exigidas para os estudos. Todos os resultados encontrados para

estes parametros mostraram-se adequados para o proposito de estudo.

Palavras Chaves: Acroleina, alimentos fritos, cromatografia gasosa, ar

expirado, ar ambiente.



ABSTRACT

The carbonyl compounds (CC) are highly toxic compounds. Human
exposure to CC occurs from vapors inhalation, dermal absorption and through
food ingestion. Therefore, knowledge of the concentration levels of carbonyl
compoundsis extremelyimportantforthe evaluation of environmental contamination
and exposure nevertheless in most cases, it is limited to the concentration of
formaldehyde and, sometimes, acetaldehyde, neglecting other pollutants no less
harmful to human health.

A growing concern has been focused to the population that spends most of
the day indoors, for instance, houses, offices, shops and leisure environments.
Exposure to these environments becomes more critical due to the longer exposure
time and high concentrations of pollutants emitted from various sources.

This study describes the developemt and validation of gas chromatography
methods for determination of acrolein in samples of exhaled air, ambient air and
foods fried with different types of oil. For the analysis of exhaled air analytical
curve was built with a standard gas generation system through a permeation
method. The analyses were carried out by gas chromatography with mass
spectrometry detector using the technique of solid phase microextraction (SPME)
with polyacrilate fiber (PA). To analyze the breath acrolein has been used a
method permeation a system for generating pattern gaseous acrolein to construct
the calibration curve. The samples were analyzed by gas chromatography with
mass spectrometry detector using the technique of solid phase microextraction
(SPME).

Two derivatization methods with 2,4-DNPH were developed, one using
derivation in solution, for food analyses and another using derivation on PA fiber
the analyses of breath and ambient air.

The developed methods were validated and applied to real samples of
exhaled air from two groups of individuals, smokers and non-smokers. The results
showed no statistically significant difference for the groups of smokers and non-

smokers. Average concentration of acrolein in exhaled air of non-smokers was

Vi



lower when compared to that of smokers. In ambient air, the concentrations of
acrolein were greater in parking lots due to emission of acrolein by burning fuels.

The methodology developed allowed quantitative analyses of acrolein-DNPH;
in various foods (potatoes, cassava, and sausage) fried in different types of oils.
The values found in this study were smaller than the maximum established by the
World Health Organization (WHO)-2002, which specifies that the concentration of
acrolein in food does not exceed 40 ug/g. The concentration of acrolein was lower
at potatoes fried in soybean oil, due to the lowest content of unsaturated fatty acids
present in this oil. In cassava and sausage the concentration of acrolein introduced
using corn oil were similar indicating that the oil absorption is independent of the
food.

The SPME method used for sampling and extraction of acrolein in different
matrices showed appropriate, considering the simplicity and rapidity in the
analytical process. Gas chromatography with mass spectrometry provided the
selectivity, accuracy, sensitivity, and reliability required for the studies. All results

found for these parameters were appropriate for the purpose of study.

Keywords: Acrolein, fried foods, gas chromatography, exaled air, ambient

air.
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CAPITULO 1: Introdugio

1- INTRODUGAO

Os compostos carbonilicos (CC), aldeidos e cetonas podem ser emitidos
diretamente para atmosfera através de fontes naturais ou antropogénicas. As
fontes antropogénicas estao diretamente ligadas as atividades humanas, sendo
assim os CC podem ser encontrados na queima de combustivel, tabaco, gorduras
animais e 6leos vegetais, incineragao de lixo entre outras. Como fontes naturais
temos a queima espontanea de florestas, excrementos de animais e os gases
vulcanicos, sendo que estes ultimos contribuem com uma menor liberagao destes
compostos para a atmosfera. [1]

Algumas industrias que sintetizam e/ou usam os compostos carbonilicos
como matéria prima como as refinarias e a petroquimica; plantas de tratamento
de esgotos; industrias de plasticos, de tintas e vernizes, entre outras, também
tem contribuido para a emissdo desses compostos na atmosfera em grande
quantidade. As emissdes podem ocorrer nas varias etapas do processo industrial
através de escapamentos na linha, queima de combustiveis, esgotos industriais,
armazenamento e transporte. [2]

Os compostos carbonilicos mais abundantes séo o formaldeido (HCHO)
e o acetaldeido (CH,CHO). Uma pequena quantidade, cerca de 10%, existe na
atmosfera sob forma de propionaldeido (CH,CH,CHO), propanona (CH,COCH,),
acroleina (CH,=CHCHO) e benzaldeido (C,H,CHO), entre outros. [3]

Em areas urbanas a principal fonte de emissao de compostos carbonilicos
para a atmosfera tem sido a queima de combustiveis afetando diretamente a
concentracdo desses compostos no ar. Por sua vez, essas emissdes dependem
principalmente do combustivel utilizado, do uso de catalisadores, e das condigdes
do veiculo e de trafego [4]. No Brasil, com o uso de combustiveis oxigenados,
torna-se significativa a quantidade de compostos carbonilicos emitidos por
veiculos automotores.

Nos ultimos anos a preocupagao relacionada com a poluigdo do ar em
ambientes internos tem aumentado. Em ambientes internos os compostos

carbonilicos sao liberados por diversas fontes. Estudos tém sido realizados
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indicando a presencga desses compostos em materiais de construcdo, incluindo
a madeira e carpetes [5]. Outras fontes de compostos carbonilicos incluem a
fumaca de cigarro e a queima de 6leos ou gorduras animais e vegetais. [6]

Acroleina, o analito de interesse deste estudo € muito encontrada em
alimentos fritos proveniente da desidratacdo do glicerol durante o processo de
fritura e em bebidas alcodlicas como vodcas, vinhos, cervejas e cachaga podendo
ser formada pela fermentacéao alcodlica. [7]

Embora se saiba que a acroleina pode ser encontrada em determinados
alimentos, a quantidade neles existentes e a quantidade ingerida ainda nao foi
estudada e pouco se conhece sobre o risco a saude em relacdo a exposicao a
acroleina no ambiente devido a falta de métodos adequados para determinacgao
deste composto em nivel ambiental.

Aacroleina é conhecida comoirritante de olhos e mucosas nasais classificado
como nao carcinogénico (classe 3) pela IARC (International Agency for Research
on Cancer) [8]. Este composto foi um gas usado na primeira Grande Guerra como
arma quimica cuja fungéo principal era atuar como gas lacrimogéneo e irritante
dos pulmdes. [7]

O objetivo do presente estudo foi o desenvolvimento de um método para
determinar acroleina em diferentes matrizes como alimento frito, ar ambiente
e ar expirado. Os objetivos especificos foram quantificar acroleina em batata,
mandioca e linguigca utilizando diferentes tipos de 6leos no processo de fritura
desses alimentos e determinar acroleina no ar ambiente proveniente da queima de
combustiveis e ar expirado avaliando a contaminagao em individuos fumantes e
nao fumantes. A técnica de microextragcdo em fase sélida (SPME) e Cromatografia
Gasosa acoplada a espectrometria de massas foram as técnicas selecionadas

para amostragem e quantificagdo do analito, respectivamente.
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1.1- ESTRATEGIA DE TRABALHO

1.1.1- Critério para escolha da matriz estudada

Para este estudo foram escolhidas duas matrizes, alimento e ar, para
desenvolvimento de método e quantificagao de acroleina.

Os alimentos analisados foram: batata, mandioca e linguiga. Foram utilizados
Oleos de soja, milho, girassol, canola e dendé para fritura, com o objetivo de avaliar
a contaminacao do alimento pela acroleina produzida através de aquecimento e
reaquecimento do 6leo.

Acroleina também foi analisada em ar ambiente e ar expirado provenientes
da queima de combustiveis (ar ambiente) e pela contaminagdo do individuo

através da queima de cigarro (ar expirado).

1.1.2. Otimizag4do das condi¢ées analiticas para analise da acroleina

A técnica de extracdo SPME por imersao foi utilizada juntamente com
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) para analise
do composto carbonilico. Afibra utilizada foi a de poliacrilato (PA) com caracteristica
polar sendo realizada a derivatizacdo do analito na solugdo para analise dos
alimentos e derivatizagcdo do analito na fibra para andlise do ar ambiente e ar

expirado.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Acroleina: Formacgé&o, fonte de exposig¢do e toxicologia

Acroleina € um composto carbonilico, a,3-aldeido insaturado, conhecido
também como, aldeido acrilico, acrilaldeido ou 2-propenal. Sua formula estrutural

esta representada na Figura 1.

3,

F
C

/

Figura 1: Férmula estrutural da acroleina

Aldeidos saturados podem ser formados pela condensacgao alddlica.
No preparo industrial de acroleina a condensagao envolve uma molécula
de acetaldeido e uma molécula de formaldeido. O aldol formado perde uma
molécula de agua e forma acroleina, segundo o mecanismo de condensacéo
aldol. [9]

Acroleina é volatil e altamente inflamavel sendo capaz de sofrer
polimerizacdo espontanea. E téxica, seus vapores podem causar severas
irritacoes respiratdrias e oculares e se ingerida provoca nausea, vomito, colapso
e coma [7]. Sua principal via de ataque sao as mucosas do trato respiratorio
superior podendo produzir edema pulmonar em altas concentracdes. O contato
com acroleina liquida pode produzir necrose da pele ou dos olhos.

A polimerizagédo deste composto ocorre de forma violenta quando ocorre
contato com materiais alcalinos ou acidos. A dimerizacdo da acroleina é muito
lenta a temperatura ambiente, podendo tornar-se muito rapida a temperaturas
elevadas (~90 ° C).

A Tabela 1 apresenta algumas consequéncias de exposi¢do a acroleina

no ar ambiente:
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Tabela 1: Efeitos da acroleina apds a exposicao no ar (adaptado da ref.[2])

Concentragao de acroleina (mg/L) Efeitos
0,2 Irritacdo nos olhos
0,8 Irritacdo em mucosas
5,5 Irritacdo intensa
=10 Morte em curto tempo

A acroleina é diariamente introduzida no ambiente por diversas fontes
como: queima de gasolina, fumaga de cigarro, aquecimento de gorduras,
processos industriais e incéndio em vegetacdo. [9]. Uma estimativa indica
que a acroleina representa 5% do total de aldeidos poluentes do ar, sendo o
formaldeido o maior contaminante dentre eles. [10]

A Figura 2 apresenta as principais fontes de emissao de acroleina em
2005 nos EUA. Observa-se que a queima de floresta contribui com maior

contaminagao de acroleina no ambiente.

Fontes primarias
Emissao de acroleina - 2005

20 2% 4%
]

[ ] Queima de floresta e incéndios prescritos
[] Fontes moveis

[ ] Incéndios

B Combustiio residencial de madeira

[ ] Queima de campo

[ Combustio interna de motor

[0 Outros

69%

Figura 2: Fontes de emissao de acroleina (adaptada da ref. [11])
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Industrialmente, a acroleina é usada como herbicida ou fungicida e pode
ser usada também como um material de partida para a producgao de acido acrilico.
Ambientalmente, a acroleina existe naturalmente em alimentos e é formada
durante a combustao de materiais organicos. Acroleina também é encontrada em
todos os tipos de cigarros e em vapores provenientes da combustdo de dleo de
cozinha onde tem ocorrido graves exposigdes toxicas aos seres humanos. [10]

Acroleina tem sido registrada como um dos componentes do fumo do
cigarro responsavel pelo mau halito na boca do fumante. A Tabela 2 apresenta
alguns tipos de cigarros da Empresa Souza Cruz e os valores da concentragcao
de acroleina como um dos principais constituintes da fumaga. A fumaca principal

€ considerada a fumaca inalada pelo fumante.

Tabela 2: Concentracdo de acroleina na fumaca principal do cigarro.
(adaptada da ref. [12])

Cigarro Concentragao
(ng/cigarro)
Carlton by Dunhill Red Ks 33,910 £ 5,086
Derby Azul Mar Ks 32,990 £ 4,948
Derby Vermelho Sol Ks 41,040 + 6,156
Free Citric Mis Ks 46,120 + 3,298
Hollywood America Ks 34,100 £ 5,115

Aproximadamente 50% da acroleina produzida € usada como matéria prima
para producdo de glicerina e 25% para produzir o aminoacido metionina, uma
proteina essencial adicionada em varios alimentos. Os 25% restantes sao usados
na produgao de compostos como: glutaraldeido, 1,2,6-hexanotriol, quinolina,
penta-eritritol, cicloalifatico epoxi resina e produtos quimicos para tratamento de
agua [2].

A EPA (Environmental Protection Agency) [13] nos EUA identificou a acroleina
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em pelo menos 31 dos 1.662 locais de analise residuos perigosos dos Estados
Unidos da América. [14]

O limite de percepcgao olfativa da acroleina no ambiente é de 0,21 mg/L e
concentragdes dez vezes maiores sao consideradas perigosas a vida e a saude.
[13]

2.2- Exposigcdo ocupacional e legislagbes

A exposicao ocupacional é definida por Della Rosa et al. [16] como a
situacao decorrente de uma atividade profissional em que o trabalhador tem
contato com um agente quimico de tal forma que ha possibilidade de producéao
de efeitos locais e sistémicos em curto, médio ou longo prazo.

A avaliagao da exposigao se da através da medida de concentragao de
agentes quimicos em amostras ambientais, como ar, agua — monitoramento
ambiental — ou por medidas de parametros biolégicos — monitorizagao biologica
— denominados biomarcadores. [17]

Desta forma, o biomarcador compreende toda substancia, ou seu produto
de biotransformacao, assim como quaisquer alteracdes bioquimicas precoces,
cuja determinagcao esteja associada a intensidade da exposi¢do, ou ao risco
a saude. O biomarcador de exposicdo € aquele que estima a dose interna do
agente quimico no organismo, através da “determinagao da substancia quimica
ou seu produto de biotransformagéo em fluidos biolégicos como sangue, urina,

ar expirado e outros” [18].

2.2.1 — Legislacdo Espanhola

O INSHT - Instituto Nacional de Seguranga e Higiene da Espanha —
promulgou uma lei que estabelece os limites de exposi¢cao ocupacional (L.E.O)
a compostos quimicos no ambiente ocupacional [19]. O limite de exposicdo
adotado para a exposic¢ao diaria (8h) é de 0,23 mg/m? e de curta duragao (15

min) de 0,69 mg/m? para a acroleina.
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2.2.2 - Legislagdo Americana

AACGIH[20] (American Conference of Governmental Industrial Hygienists)
€ uma organizag¢ao dedicada aos aspectos técnicos e administrativos da Saude
Ocupacional e Ambiental a qual recomenda o limite de exposi¢cao ocupacional.
Existem trés classificacbes pela ACGIH - EUA para os tipos de limites de
exposicao: TLV-TWA é a média ponderada, ou seja, a concentragcdo média
ponderada pelo tempo para uma jornada normal de 8 horas diarias e 40 horas
semanais, para a qual a maioria dos trabalhadores pode estar repetidamente
exposta, dia apos dia, sem sofrer efeitos adversos a saude. O TLV-STEL € o
limite de exposi¢cao de curto prazo; ou seja, a concentragcdo maxima permitida
em um periodo de 15 minutos por no maximo 3 vezes por dia de 8 horas. Deve
existir um intervalo minimo de 60 minutos entre as exposi¢cbes sucessivas
nessa faixa. O TLV-C que ¢é o limite de exposi¢cao — valor teto, que nao pode ser
excedida durante nenhum momento da exposig¢ao do trabalhador.

A OSHA [21] (Occupational Safety and Health Administration) estabelece
as normas de exposicdo ocupacional nos EUA. Ambos os érgaos (ACGHI e
OSHA) apresentam um consenso nos valores de limite de exposigao ocupacional
para a acroleina. O limite de exposig¢ao de acroleina de acordo com aACGIH é de
0,10 mg/m3 para 15 min de exposic¢ao (TLV-STEL). A legislagao nao estabelece
o limite para 8 horas de exposicao.

ANIOSH (National Institute for Occupational Safety and Health) agéncia do
Governo Americano recomenda limites de exposi¢cao de até 2 ppm ar ambiente.

A EPA (Environmental Protection Agency) nos EUA determina para a
protecdo da saude humana uma concentragdo maxima de acroleina em agua
potavel e organismos aquaticos de 0,320 e 0,780 mg/L respectivamente.

De acordo com WHO (World Health Organization) (2002), as concentragdes
de acroleina em alimentos sdo geralmente menores que 40 pg/g com maior
concentracao de 1,0 ug/g ou menos. [22]. O orgao americano FDA (Food and
Drug Administration) [23] determinou que os niveis de acroleina utilizados para

preparar alimentos de amido modificado ndo deve ser superior a 0,6% m/m.

10
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2.2.3 — Legislagdo Brasileira

A Portaria Ministerial 3.214, do Ministério do Trabalho e Emprego, de
dezembro de 1978, que possui a Norma Regulamentadora 15 (NR 15) que
estabelece parametros de seguranca para atividades insalubres na qual
estabelece os limites de tolerancia para substancias quimicas, nao estabelece
valores de limite de exposi¢ao ocupacional para a acroleina [24].

AlLegislacao Brasileira, portanto € omissa mostrando que os trabalhadores
brasileiros podem estar sendo exposto a valores prejudiciais a saude.

Na area de alimentos, a ANVISA [25] coordena, supervisiona e
controla as atividades de registro, informacgdes, inspecéo, controle de riscos
e estabelecimento de normas e padrdes. O objetivo € garantir as agdes de
vigilancia sanitaria de alimentos e os limites de contaminantes, porém a ANVISA

nao estabelece limite de concentracao de acroleina em alimentos.

2.3- Métodos Analiticos e Trabalhos desenvolvidos para identificagdo de

acroleina em alimentos.

Isolar acroleina da matriz, principalmente de gorduras (para analise de
alimentos) € um procedimento analitico dificil devido a sua alta volatilidade,
alta reatividade e sua capacidade de polimerizagao [26]. Com a derivatizacao
torna-se possivel o aumento na resposta do detector e a seletividade do analito
tornando as analises mais seguras, uma vez que a acroleina é altamente volatil
e reativa. [27]

Devido a alta instabilidade da acroleina, € comum o emprego de agentes
derivatizantes para analise principalmente em HPLC (Cromatografia Liquida de
alta eficiéncia). Muitos agentes derivatizantes como hidroxilamina, 5,5-dimetil-
1,3-ciclo-hexanodiona, MBTH (N-metil-benzotiazolon-(2)-hidrazona), PFPH
(pentafluorophenylhydrazina) e 2,4-DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazina) sé&o
empregados para analise de aldeidos e cetonas.

Para selecionar o agente derivatizante alguns fatores sado importantes:

11



CAPITULO 2: Revisio Bibliografica

* Formacao de um produto estavel na reagao entre reagente e analito;

* A velocidade da reacao entre o reagente e o analito deve ser alta o
suficiente para conseguir uma reagao quantitativa;

* Para analise por cromatografia a gas, uma alta volatilidade dos
derivatizados é favoravel;

* Para amostragem em fase gasosa, o agente derivatizante nao deve ser
muito volatil. [28]

Os compostos carbonilicos derivados com 2,4-DNPH podem ser
analisados por HPLC ([29]; [30]; [31]; [32]; [33]; [34]; [35]) ou GC/MS ([36]; [37];
[38]; [39]). Alguns autores mencionam as vantagens da analise por HPLC devido
sua robustez e boa repetibilidade que o torna o mais utilizado para as analises,
porém métodos (GC/MS) tem a vantagem de melhor separagcao em relagao ao
HPLC principalmente em matrizes complexas. [36]

Sé&o encontrados na literatura poucos trabalhos que utilizam GC/MS para
analise de acroleina em matrizes complexas como alimentos e que avaliam a
contaminagao causada pelo aquecimento de variados tipos de 6leo simulando
condi¢des de uso em casas, restaurantes ou industrias.

Umano, K., Shibamoto, T., [40] descreveram trés caminhos para formacao
de acroleina em 6leo aquecido. Os resultados sdo mostrados na Figura 3,
sendo o caminho | considerado o principal para a producdo de acroleina pela

desidratagéo do glicerol encontrado nos 6leos.

Ha,C—OH o CHy wo G
Htll,—oH — 1l|,—oH a c
H,C—OH H,C—OH Hl—on
+ 1}
o R4 COOH H.C—OH CHy
o W HCHO A “HO
3 RICOOH ————= CHO:I — GH ———= M
HzC—OCR; R;COOH i dho CHO
S
HE—OUR, |
3 : ¢ b
H CH
Og - R;CO0 ﬂ -R L
\ He-obRr, —2209, gy —R€O, gy
| 9 9 |
H,C-0CR, HoC-OLR, H,C-0

Figura 3: Caminhos para formagéao de acroleina a partir de triglicerideos (adap-
tado ref. [40])
12
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Para extragcdo de acroleina em gorduras aquecidas alguns autores
tém utilizado impingers com derivatizagdo por N-methylhydrazine seguido de
analise por GC/NPD (Cromatografia Gasosa com detector Nitrogénio e Fdsforo)
como descrito pelos autores Ghilarducci, D. P. [7], Yasuhara, A. Shibamoto,
T. 1991 [41]. Este ultimo usando N-methylhydrazine encontrou quantidades
significantes de acroleina em ventilador de cozinha concluindo que a provavel
fonte de contaminacgao era o 6leo de milho usado na fritura de carnes e peixes.
Fullana, A. et al. [37] compararam a presencga de aldeidos volateis em fumaca
de d6leo de oliva e canola aquecendo-os a 180 °C e 240 °C utilizando GC/MS.
Neste estudo os autores observaram que a formacao de acroleina aumenta
com a elevagao da temperatura e que a 240 °C a concentragao de acroleina
em 6leo de canola diminui consideravelmente com o tempo de aquecimento. O
mesmo foi observado por Andrew-Sevilla, A. J. et al., [42] que identificaram e
quantificaram acroleina por GC/MS nos vapores dos 6leos de oliva extra virgem,
girassol e palma aquecendo-os a 180 e 240 °C. Eles observaram que a formacéao
de acroleina cresceu significativamente quando a temperatura de cozimento foi
aumentada de 180° a 240° C, porém para o 6leo de girassol a concentragcao
de acroleina diminuiu durante o tempo de aquecimento para a temperatura de
240 °C. Ambos os autores, Fullana e Andrew-Sevilla agueceram os 6leos em
reatores com coleta em bolsa (Tedlar). Lane, R. H. et. al [38], determinaram
acroleina em filé de peixe frito aquecido a 182° e 204° C em ¢6leo fresco e usado
por cromatografia liquida por fase reversa e GC/MS encontrando 0,1 mg/L de
acroleina em ambas analises.

Umano, K., Shibamoto, T. [40], analisaram por headspace o vapor do
aquecimento de gorduras utilizando a derivatizagdo com Morpholine e analise
por GC com detector termoidnico e ndo encontraram a formag¢ao de acroleina
quando o 6leo de milho foi aquecido a 180 °C.

A acroleina pode ser produzida também pela transformacdo de
3-hidroxipropanal produto muito comum em cidras. A formacao de acroleina em
vinhos provoca uma alteracdo conhecida como “piqure acroleique” dando um
aroma de pimenta e uma sensacgao picante e irritante nas bebidas.

Em bebidas alcodlicas, a presenca de compostos carbonilicos de baixa

13
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massa molecular (C1-C6) é indesejavel por serem responsaveis por propriedades
organolépticas desagradaveis. Além do mais, a presencga de alguns compostos
carbonilicos em bebidas alcodlicas pode resultar em efeitos toxicos mutagénicos

e cancerigenos. [43]

OH
Promana-1,3-dio
Gilicerol desidratase (\/ ur:i:udm[asle
Coenaima Bya ;
OH H NADH.H T N-“'.D"' OH OH
2 1 M -
Glicerol 3-Hidroxipropanal Propano-1,3-diol

HECWD

Acroleina

Figura 4: Via metabdlica de obtengao de acroleina pela transformagéo do 3-hi-
droxipropanal (adaptado da ref. [44]).

Saison D., et al. [45] determinaram 41 tipos de compostos carbonilicos
em cerveja por derivatizagdo com PFBHA. O método de extragdo foi SPME no
modo headspace com fibra de PDMS/DVB e a técnica GC/MS. Para analise
de acroleina o autor obteve boa linearidade (R2 = 0,997) em larga escala de
concentracao (0,8-256 ug/L), CV de 5,09%, limite de quantificacao e limite de
deteccgao de 0,24 pg/L e 0,81 ug/L respectivamente.

Waldemar W. [43], et al determinaram compostos carbonilicos em vodcas
utilizando PFBHA como agente derivatizante, SPME como técnica de extracao
e subsequente analise por GC-DCE. Para determinagao de acroleina o método
desenvolvido obteve coeficiente de correlagédo de 0,9799 (concentragao variando
de 8,00 ug/L a 0,32 mg/L) com RSD de 5,5%. O autor observou uma queda

14
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no rendimento da extragdo, o que pode ser causado devido a instabilidade do

aldeido a elevadas temperaturas.

2.4- Métodos Analiticos e Trabalhos desenvolvidos para identificagdo de

acroleina em ar ambiente e ar expirado.

No Brasil, a poluicdo ambiental de cidades pode ser considerada
praticamente veicular, embora até recentemente acreditava-se que a principal
fonte de poluicdo ambiental fosse a industria. Em meados de 1980, algumas
medidas indicaram que em grandes centros a poluigao veicular € predominante.

Em 2004, a contribuicdo para a poluicdo atmosférica pelos automoveis
foi estimada em 77%, 98% e 95% nas cidades do Rio de Janeiro, Sdo Paulo
e Porto Alegre, respectivamente. [31]. E o estudo realizado por Faiz, 1995 [46]
mostrou que os automéveis sao as principais fontes de poluicao na cidade do
México, Santiago e Caracas.

Aldeidos e cetonas representam uma classe significativa de compostos
carbonilicos organicos reativos presentes na atmosfera. Uma preocupagéao
recente tem obrigado os fabricantes de automodveis a terem um controle da
emissao desses aldeidos durante a queima de combustivel.

Outra preocupagao tem sido em relacao a poluicdo em ambientes internos.
Altas concentragdes de acroleina em ambientes fechados como salas, cozinhas
e ambientes de lazer tém sido alvos de pesquisas recentes. As principais fontes
de contaminagdo em ambientes internos sdo o cigarro e o queima de 06leo
utilizado no preparo de refeicdes.

Em um trabalho desenvolvido por Vicente Seaman, [47], as concentragdes
de acroleina analisadas em residéncias foram maiores que a concentracao de
acroleina em ambiente externo. A concentragdo em ambientes externos de
acroleina variou entre 0,09 e 1,7 ug/m® enquanto que em ambientes internos
variou de 2,1 a 12,2 pg/m3. O autor coletou amostras em horarios pela manha
e a tarde depois do meio dia e concluiu que concentragdes de acroleina foram

maiores nas amostras coletadas a tarde devido as atividades domésticas.

15
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No final dos anos 50 uma atencdo considerada foi focada para o
desenvolvimento de métodos analiticos para determinacdo de constituintes do
cigarro, incluindo acroleina e 1,3-butadieno devido a sua alta contaminacgao. [32]

Dong, J. Z. [36] descreveu um método por GC/MS com coleta por impinger
para analise de compostos carbonilicos em fumaca de cigarro apds derivatizagao
com 2,4-dinitrophenilhydrazina (DNPH). O método proposto é linear com R?2
igual 0,998. Os limites de deteccao e de quantificacdo obtidos para acroleina
foram 1,41 and 4,7 pg/cigarro respectivamente A precisdo do método foi de 3,4

a 6,4 % dependendo do tipo de cigarro.

2.5- Derivatizagdo e reagéo acroleina com 2,4-DNPH

Para os compostos carbonilicos a literatura apresenta varios métodos de
derivatizagéo, sendo que os métodos cromatograficos utilizando como reagente
de derivatizacdo o reagente 2,4 dinitrofenilhidrazina (DNPH) sao os mais
utilizados devido a sensibilidade e seletividade. O derivatizante 2,4-DNPH reage
seletivamente com aldeidos e cetonas em meio aquoso [28]. Areagao especifica
de compostos carbonilicos (CC) com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) formando
os correspondentes 2,4-dinitrofenilhidrazonas € o mais importante método
qualitativo e quantitativo de determinagdo de CC em analises organicas. [48]

A reacgao da acroleina com 2,4-DNPH ocorre com um ataque eletrofilico

de um préton pelo oxigénio da carbonila conforme descrito na Figura 5.
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Figura 5: Reagao de CC com 2,4-DNPH para formacgao de hidrazonas.

De acordo com Veloso, et al. (2001) [49] a formacgao das hidrazonas deve
ocorrer em meio acido, pois a catalise acida ativa o carbono carbonilico por
meio da protonacgao do oxigénio, tornando-o mais eletrofilico e passivel de ser
atacado por um nucledfilo fraco como o 2,4-DNPH. O pH é um fator importante
nesta reacao devido a competicdo entre a nucleofilicidade e a basicidade do
2,4-DNPH e ao carater eletrofilico do carbono da grupo carbonila. Em pH baixo
o derivatizante 2,4-DNPH atua como base e é protonado, diminuindo sua agao
como nucleofilo. O pH alto diminui a reatividade do carbono do grupo carbonila.

Para a acidificacdo da solucao derivatizante 2,4-DNPH encontra-se na
literatura o uso de acido cloridrico, perclorico ou fosforico sendo que a utilizacao
dos dois ultimos permite a injecéo direta da solugdo sendo que o acido fosforico
permite 0 aumento da velocidade de derivatizagao [48]. Em um estudo realizado
por Veloso, [27] concluiu-se que a faixa ideal de pH para um melhor rendimento
de recuperacdo dos compostos carbonilicos era entre 1,5 e 2,2.

Segundo os autores Uchiyama, S. et al, 2004 [50] a derivatizagdo com
acido fosférico leva a formacéo equilibrada de isdmeros E e Z das hidrazonas
prevenindo a ocorréncia de erros analiticos relacionados com a detecg¢ao de

apenas isdmeros e quando o acido nao € usado na derivatizacio.
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2.6- Métodos de amostragem de compostos carbonilicos no ar ambiente e ar

expirado.

A amostragem de componentes com nivel de tracos na atmosfera tem
se tornado um desafio constante, pois 0 ar € uma matriz ambiental que requer
cuidados especiais para se obter amostras representativas. Por ser um sistema
multifasico, constituido de gases, particulas liquidas, e sélidas o ar apresenta
variagdes espaciais e temporais em sua composi¢ao. [51].

As técnicas mais utilizadas para amostragem de ar ambiente utilizam-se
de canister ou bolsas plasticas (principalmente Tedlar) onde uma sub amostra é
transferida diretamente para o sistema analitico por meio de seringas, ou através
de adsorventes solidos, que sao termicamente dessorvidos. Para amostragem
de ar expirado os dispositivos utilizados devem garantir uma coleta eficiente da
amostra, representando de forma verdadeira o conteudo do ar expirado durante
o tempo de expiragdo. Para amostragem do ar expirado também sao utilizados
tubos de vidro, bolsas plasticas (por exemplo, Saran, Mylar, Tedlar), porém a
técnica de microextragdo em fase solida (SPME) tem se tornado uma técnica
promissora para amostragem de ar. [52]

Os meétodos de amostragem para componentes do ar atmosférico e ar
expirado podem ser divididos em dois principais tipos: amostragem passiva e
amostragem ativa.

Amostragem ativa consiste de o ar ser pressurizado para dentro do
dispositivo de amostragem com o auxilio de uma bomba, sendo necessaria a
utilizacao de medidores de fluxo ou fluxémetros para a determinagéo do volume
de ar ou da taxa de amostragem. Embora o uso de bombas represente uma
dificuldade logistica, principalmente em areas remotas, exigindo baterias ou
uma linha de energia elétrica, os métodos de amostragem ativa tém sido mais
comumente aplicados que aqueles de amostragem passiva no monitoramento
de constituintes tragos atmosféricos. Amostragem passiva emprega dispositivos
(amostradores passivos) capazes de fixar gases ou vapores da atmosfera, a
uma taxa controlada por processos fisicos, tais como difusdo ou permeacao,

nao envolvendo o movimento ativo do ar através do amostrador.
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A amostragem pode ser dividida em técnicas sem pré-concentragao
e técnica com pré-concentragcdo. Nas técnicas sem pré-concentragcao os
dispositivos mais utilizados neste tipo de amostragem para analises de compostos
carbonilicos na atmosfera sao as bolsas plasticas e os canisters. Em técnicas
com pré-concentragao a técnica por Microextragdo em fase solida (SPME) é
uma das principais técnicas que utiliza o processo de sor¢cao e encontra-se
melhor descrito no item 2.7.

A amostragem do ar expirado usando SPME pode ser aplicada por meio
passivo ou ativo. Amostragem passiva requer a coleta do ar expirado em bolsas
plasticas ou outro tipo de amostrador de ar expirado, para extrair posteriormente;
e amostragem ativa se refere a coleta do ar expirado enquanto o individuo expira
diretamente na fibra. [53]

Parauma analise adequada do ar expirado alguns fatores sao fundamentais
como: (1) definir o melhor momento da amostragem; (2) o tipo de expiragao; e
(3) o meio de coletar a amostra.

A excregcao das substancias quimicas pelo ar expirado ocorre em trés
etapas mostradas na Figura 6. A primeira etapa (I) corresponde ao ar do espaco
morto, o qual contém pouca ou nenhuma quantidade da substancia. Apds esta
etapa, ocorre um rapido aumento da concentracdo da substancia quimica (ll),
até atingir um platdé da concentracao alveolar (lIl). Aterceira etapa (l1l) apresenta
umasuave gradiente, o qual pode ser atribuido a liberagao continua da substancia
dos alvéolos. Uma rapida diminuigdo na concentragao € observada logo apds o

final da terceira etapa, quando o individuo inala ar limpo (Figura 6).
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Figura 6: Perfil da excregdo pulmonar de um solvente para uma expiragao sim-
ples. (adaptado da ref. [51])

A coleta da mistura do ar expirado consiste no ar alveolar (lI1) diluido pelo
ar ambiente retido no espago morto no trato respiratorio (boca, nariz, faringe,
traquéia e brénquios). Na amostragem com o ar expirado, o primeiro fluxo de
ar € desprezado e coleta-se apenas a porcao final da expiracdo. O ar alveolar

geralmente é cerca de dois ter¢cos do volume total do ar expirado.

2.7- Método de extragcdo por Microextracdo em Fase Sdlida.

A técnica de extragdo por Microextragdo em Fase Solida (SPME) foi
desenvolvida em 1990 por Arthur e Pawliszyn [54]. O processo SPME esta
baseado em equilibrios simultdneos em sistemas multifasicos. Uma fibra
recoberta por um polimero € colocada em contado com a amostra e os analitos
sao retidos por adsorgcédo ou absorcao, e entdo transferidos para o instrumento

analitico [55]. A Figura 7 apresenta um modo de extragdo e o modo de injecao.
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Figura 7: Representagao do processo de extragao do analito pelo material ad-
sorvente (pela fibra) e dessorgao do analito numa analise cromatografica.

A extracado por SPME pode ser feita por imersao direta da fibra na amostra
ou no modo headspace onde a fibra nao entra em contato direto com a matriz
analisada. Por imersao ocorre o processo direto de difusdo do analito da matriz
para a fibra. No modo headspace a fibra é exposta no espaco gasoso do topo do
frasco sem contato direto com a amostra. Os analitos volateis em equilibrio com
a amostra sao extraidos pela fibra. Para facilitar e acelerar a extragao o frasco
de amostra é colocado sob agitacédo com controle de temperatura. A Figura 8

mostra os dois modos da extracdo SPME.
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Figura 8: Extracdo por SPME no modo headspace (a), e por imersao direta (b).

A escolha da fibra depende das caracteristicas quimicas do analito
tais como polaridade e volatilidade, da eficiéncia de absorg¢ao/adsorgao, da
dessorgcao e também do tipo de aplicacao. [56]. A Tabela 3 apresenta os tipos
de fibras comerciais suas propriedades e aplicagoes.

As fibras menos espessas permitem um processo de dessorcdo mais
rapido, uma vez que os analitos se transferem da fibra para o injetor com maior
facilidade, produzindo uma fase mais estavel a altas temperaturas e permitindo

a analise de compostos com pontos de ebulicdo mais altos. [57]
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Tabela 3: Caracteristicas das fibras de SPME

Fase Espessura Ligagdo Quimica’ Volume

estacionaria (Mm) (ML)
PDMS 100 Nao 0,612
30 Nao 0,132

7 Sim 0,026

PDMS/DVB 65 Parcialmente entrecruzada 0,357
60 Parcialmente entrecruzada 0,415

CX/PDMS 65 Parcialmente entrecruzada 0,436
Cw/DVB Parcialmente entrecruzada 0,357
CW/TPR? 50 Parcialmente entrecruzada 0,330
PA 85 Parcialmente entrecruzada 0,616

CW: carbowax; CX: carboxen;

DVB: divinilbenzeno;

PA: poliacrilato;

PDMS:
polidimetilsiloxano. TPR: resina suportada. 1- presenca de ligagdo quimica entre a fase

de extracdo e a fibra de silica fundida; 2- Nao contém cola epoxi. Adaptada da ref. [58]

Existem diferentes tipos de fibras de SPME. As fibras de fase estacionaria

liquida como a de Poliacrilato — PA, utilizada neste experimento, interagem com

o analito por absorgéo, onde os analitos sdo extraidos pelo processo de parti¢géo.

Este processo se baseia na distribuicdo do analito entre duas fases imisciveis.

As fibras absorventes retém o analito dentro dos poros internos sendo a extragao

feita por meio de interacdes fisicas. [57]

Esta técnica de extragéo tem possibilitado o desenvolvimento de métodos

simples, de poucos passos e de relativo baixo custo e foi portanto, selecionada

para os estudos deste trabalho.

2.8- Tipos de derivatizagdo por Microextragdo em Fase Soélida.

Utilizando a técnica de SPME a derivatizagao pode ocorrer de trés modos:
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namatrizdoanalito (1), sobre afibra SPME ap6s aamostragem (2) ou amostragem
e derivatizagao simultanea na fibra (3). No modo 1 o derivatizante € adicionado
a amostra e a reacao de derivatizagado do analito ocorre na solugao contendo
o analito de interesse. Em seguida uma aliquota desta amostra derivatizada é
adicionada ao frasco de vidro e a extracdo SPME pode ser feita por imersao
direta da fibra na solu¢gdo ou com a fibra no modo headspace.

O modo 2 esta representado na Figura 9. A fibra é exposta ao headspace
da solugao contendo o analito e a extracao é efetuada até que o equilibrio de
saturacao da fibra pelo analito seja atingido. Em seguida, a fibra saturada com o
analito é inserida no headspace do frasco contendo uma solu¢ao do derivatizante
para que ocorra a derivatizagao do analito.

A Figura 10 representa o modo 3. A fibra é exposta no headspace da
solugcao derivatizante. Em seguida, afibra saturada com o derivatizante é exposta
no headspace da solugcdo contendo o analito para que ocorra sua extracio e

derivatizacao simultanea.

. . . O - Analito

L ] -Derivatizantef

4 - Derivatizado

O

ol ¢ | g *4k, “GC |
007 o 7 e T smeic
0670 0%, * 0

Fibra expostanasolugio Fibra com andlito exposta  Derivatizado formados  Dessorciio e andlise
com analito nas olucio derivatizante na fibra

Figura 9: Derivatizagao na fibra apés amostragem do analito.
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Figura 10: Amostragem e derivatizagao simultaneas na fibra.

Nas analises de compostos carbonilicos a derivatizagcdo na solugao é
mais utilizada, mas trabalhos recentes tém sido realizados com derivatizacédo
na fibra. Saison et al. usaram SPME e GC/MS para determinacdo de compostos
carbonilicos em cerveja utilizando PFBHA como agente derivatizante e fibra
de PDMS/DVB para extracao. Eles compararam a eficiéncia de extragdo com
derivatizacao na solugao e derivatizacao na fibra, mostrando que a derivatizacao
na solugéo proporcionava maior rendimento de extragado dos analitos. [45]

A determinacédo de compostos carbonilicos em espécies de peixe com e
sem derivatizagao na fibra foi realizada por Jacobo Iglesias [59] e colaboradores.
Neste estudo o método de extragdo por SPME otimizado e validado utilizando a
derivatizacao na fibra, mostrou melhores resultados em termos de sensibilidade
e seletividade quando comparado com a mesma extragdo realizada sem

derivatizacao. [59]

2.9- Geragéao de Padrées Gasosos.

Para determinar contaminantes/impurezas no ar por SPME em nivel
de tragos é necessario amostras gasosas ou padrdes gasosos contendo

concentragdes conhecidas do analito de interesse. A produgao desses padrdes
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gasosos podem ser classificados como estaticos ou dindmicos. Os métodos
estaticos compreendem os sistemas de recipiente fechado que contém um
volume de gas conhecido que recebe uma quantidade conhecida do analito
contaminante em estudo. Sua utilizagdo ocorre quando s&o necessarios
pequenos volumes com concentracdes mais elevadas do contaminante. E de facil
operacao, baixo custo e sdo mais utilizados quando necessita-se trabalhar com
pequenos volumes e concentragdes nao muito baixas do analito de interesse.

Os métodos dindamicos s&o sistemas que através do fluxo de gas produz
concentragdes conhecidas do analito contaminante em misturas. Estes métodos
estao diretamente relacionados com a exatiddo que se mede o gas diluente e
com a exatiddo das medidas da quantidade do analito disperso continuamente no
gas diluente. Para a produgao controlada do contaminante no método dinédmico
pode-se utilizar o método da injecao, da permeacao, da difusdo, da evaporagao
e das transformacgdes quimicas.

No método de injecdo gases e liquidos sao injetados com velocidade
controlada utilizando uma seringa automatica ou manual em fluxo continuo
do gas diluente. O método da difusao baseia-se no principio de que gases e
vapores possuem velocidade de difusao constante através do tubo contendo
o componente liquido contaminante quando a pressado, geometria do tubo,
temperatura e fluxo do gas diluente sdo constantes.

O método de evaporagao baseia-se na saturagdo de um gas diluente
através da passagem deste por um padrao liquido. O gas saturado pelo vapor
do liquido é posteriormente diluido para a concentragao desejada.

O método de permeacao utiliza-se de um tubo de permeacdo, um
instrumento eficaz de calibragao para medidas de elementos tragos na atmosfera.
O tubo de permeacdo € um tubo pequeno inerte preenchido com composto
quimico puro para induzir um equilibrio entre duas fases, gas e liquido (ou
s6lido) a uma dada temperatura. A espécie de interesse escapa por dissolugao
ou permeacdo. A taxa de permeacédo a qual o analito passa pela membrana

plastica obedece a lei de Fick conforme a expressao abaixo:
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Vp =DS (p, — p,) A/L (equacao 1)

Onde:

Vp = taxa de permeacao

D = coeficiente de difusao

S = constante de solubilidade

p, € p, = presséo parcial dos dois lados da membrana
A = area superficial da membrana

L = espessura da membrana

O método de permeacao € um meétodo versatil, de facil automacao e
manuseio podendo ser utilizado para varios componentes, porém requer longo
periodo para inicio de operacéao, custo elevado e a necessidade de um sistema

adequado para amostragem e continua emiss&o do analito pelo tubo.

2.10 - Planejamento Fatorial.

A técnica de planejamento fatorial € um recurso utilizado em estudos
que envolvem diferentes variaveis permitindo correlacionar as variaveis
independentes com as dependentes através de um numero minimo de ensaios.
A metodologia do planejamento fatorial associada a analise de superficie de
resposta € uma ferramenta fundamentada na teoria estatistica, fornecendo
informacdes confiaveis do processo, minimizando o empirismo que envolve
técnicas de tentativa e erro. O planejamento fatorial é realizado com o objetivo
de determinar as variaveis experimentais e as interagdes existentes entre estas
variaveis que influenciam significativamente sobre as diferentes respostas de
interesse.

Para uma combinagao de k fatores quando investigada em dois niveis,

o planejamento fatorial consistira de 2 experimentos. Os fatores quantitativos
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sao caracterizados pelos sinais + (mais) para nivel mais alto e — (menos) para
nivel mais baixo. Para fatores qualitativos fica a critério do analista nomear seus
niveis. [60]

A fim de obter uma boa estimativa do erro a realizagao de planejamentos
fatoriais com ponto central é desejada. A Figura 11 mostra um planejamento 2?2
com ponto incluido no centro do planejamento. . O ponto central (nivel zero) € a

media dos niveis das variaveis estudadas. [61]
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Figura 11: Planejamento 22 com ponto central

O experimento com ponto central s6 € possivel ser aplicado para variaveis
quantitativas, uma vez que para as variaveis qualitativas nao é possivel trabalhar

com ponto central. [60]

2.11- Parametros de mérito

2.11.1- Linearidade.

De acordo com Guia Eurachem, 1998 [62] o estudo da faixa linear indica se
o0 método analitico é capaz de produzir uma resposta diretamente proporcional
a concentragao do analito na amostra, dentro de uma faixa de aplicagao. Os

pontos da curva devem ser definidos por no minimo 6 concentracdes mais o
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branco. Arelagdo matematica entre a area e concentragao do analito é expressa
através da equacao da reta ou curva analitica, e seu coeficiente de correlacao
€ considerado um ajuste ideal para valores de R? > 0,99.

Neste estudo a faixa linear de trabalho foi estudada utilizando 6 pontos
de concentragdes variando entre 1,0 e 18 ug/L, foi construido o grafico contendo
as respostas (area do pico) no eixo y e as concentragdes correspondentes do

analito no eixo x.

2.11.2- Precisao

A precisao € definida como o grau de dispersdo dos resultados, obtidos
sob condigdes especificadas, em torno do valor médio podendo ser avaliada em
condigdes de repetibilidade ou reprodutibilidade, sendo expressas em termos de
coeficiente de variagao ou desvio padrao relativo [63]. Tanto a repetibilidade como
a reprodutibilidade séo geralmente dependentes da concentragdo do analito, e
assim devem ser determinadas em diferentes valores de concentragdes. [64]

Se a mesma amostra € analisada sob condi¢des variadas, a medida de
precisdo recebe o nome de reprodutibilidade. Esta é definida como sendo o
grau de concordéancia entre os resultados obtidos pela aplicagdo de um mesmo
procedimento analitico, ao mesmo material, sob condi¢cdes preestabelecidas
(como diferentes laboratérios, operadores, equipamentos) podendo ser avaliada
parcialmente pela variagao de um ou mais fatores. [62]

Arepetitividade, também conhecida como precisdo intra-ensaio resulta de
medicdes sucessivas da mesma amostra, em diferentes preparagdes levando
em consideracdo o mesmo procedimento de medicdo, mesmo observador,
mesmo instrumento usado, mesmo local e medi¢gbes em curto espago de tempo.
A precisao intermediaria ou precisdo inter-ensaio, avalia a concordancia entre
os resultados do mesmo laboratério, podendo ser obtidos em dias diferentes,
com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes. [65]

O valor maximo aceitavel de precisao deve ser definido de acordo com a

metodologia empregada, a concentragao do analito na amostra, o tipo de matriz
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e a finalidade do método, ndo se admitindo valores superiores a 5%, sendo que
em matrizes complexas sado aceitos valores de até 20%.

Experimentalmente, as medidas de precisdo podem ser obtidas
realizando-se um minimo de 10 determinagdes independentes do analito [62]
ou um minimo de 9 determinagdes (3 concentracdes diferentes / 3 replicadas
cada concentragao) independentes. [66]

A precisdo é expressa como o desvio padréo relativo de uma série de
medidas em um mesmo dia (preciséo intra-ensaio) e em dias diferentes (precisdo

inter-ensaio) e calculada através da equacao 2:

DPR=s/C_,.. x 100 (equagao 2)

Onde:
DPR = desvio padrao relativo
s = desvio padrao

C, s = CONcentragcdo média determinada

2.11.3- Limite de deteccgéo.

O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentragdo do analito
gue pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, sob condi¢cdes
experimentais estabelecidas. [62]

O limite de deteccdo do método desenvolvido é calculado a partir da
analise de 10 brancos independentes e calculado conforme equacao 3:

LD = valor médio da area do branco + 3s (equacao 3)

Onde:
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s = desvio padrao da resposta (area do analito)

A area de LD obtida é langada na curva de calibragao para obter o valor

da concentracao do limite de detecgao.

2.11.4- Limite de quantificagéo.

Limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentragao do analito
em uma matriz que pode ser determinada em niveis considerados aceitaveis de
exatidao e precisao sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas. [62]

O limite de quantificagcao do método desenvolvido é calculado a partir da

analise de 10 amostras brancas independentes e calculado conforme equagéao 4:

LQ = valor médio da area do branco + 10s (equacgao 4)

Onde:

s = desvio padrao da resposta (area do analito)
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CAPITULO 3: Determinagio de acroleina em alimentos

3- OBJETIVO

3.1- Objetivo geral.

O objetivo geral deste estudo foi o desenvolvimento de um método para
andlise de acroleina em alimentos e aplicar a metodologia para quantificar
acroleina em amostras de batata, mandioca e linguica fritas utilizando variados

tipos de 6leo no processo de fritura destes alimentos.

3.2- Objetivo especifico.

* Estudo das variaveis mais significativas para desenvolvimento de método
de extracdo por SPME para analise de acroleina em alimentos através de um
planejamento fatorial.

* Otimizagdo da metodologia analitica utilizando a técnica de extragao
micro extracdo em fase solida (SPME) ap6s a derivatizacdo com 2,4-DNPH.

* Desenvolver um procedimento analitico para determinag¢ao de acroleina
por GC/MS.

* ldentificar e quantificar acroleina em amostras de batata, mandioca e
linguica fritas.

* Fazer um estudo comparativo da contaminagao de acroleina utilizando

diferentes tipos de 6leo em diferentes etapas de fritura.
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3.3 - PARTE EXPERIMENTAL
3.3.1- Reagentes

« Agua ultrapura obtida do Milli-Q Millipore (Alemanha)

» Detergente neutro, Extran MA 02 neutro da Merck (RJ, Brasil).

» Hélio N-50 da Air Products (Mogi das Cruzes, Brasil), com 99,999% de
pureza.

» Acetonitrila grau HPLC (J.T. Baker, EUA)

+ Reagente derivatizante 2,4-DNPH (Merck, Alemanha)

* Cloreto de Saédio, NaCl (Synth).

- Solug&o de Acido fosforico, H,PO,, 85% PA (Synth)

» Solugao padrao acroleina-DNPH (Supelco, Brasil)

+ Padrdes de acidos graxos metilados SUPELCO37(SUPELCO).

3.3.2- Equipamentos

» Balancga analiticacom precisao de 0,01 mg, modelo AX200 da Shimadzu
(Columbia, USA).

» Estufa Biomatic Aparelhos Cientificos Ltda (Porto Alegre, Brasil).

+ Chapa aquecedora com controle de temperatura e agitagdo magnética
da IKA RHon(Wilmington,USA).

* Bloco de aluminio 8x6x8cm.

«  Termdmetro de mercurio escala -10 a 110°C, resolugao 0,5°C.

» Suporte da fibra para SPME Supelco (Bellefonte, USA)

» Fibra Poliacrilato (PA) 85um, Supelco(Bellefonte, USA)

+ Cromatégrafo a Gas HP5890 equipado com detector por ionizagao de
chamas

+ Cromatografo a Gas — Thermo-Finnigan, acoplada a um detector de
espectrometria de massa, MS — Thermo-Finnig, Modelo PolarisQ-

Mass spectrometer apresentado na Figura 12.
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Figura 12: Sistema de GC/MS (Thermo-Finnigan com detector de
espectrometria de massa) contendo um dispositivo SPME inserido no injetor.

3.3.3 — Preparo das solugées.

A solugao padrao de acroleina 99,99% foi adquirida na forma derivatizada
com 2,4-DNPH. Como nao foi possivel a compra do padrao puro, foi escolhido
trabalhar com o padrao derivatizado ciente de que para realizar as analises nos
alimentos seria necessario derivatizar as amostras.

A solucéo estoque de acroleina-DNPH de concentragédo igual a 0,504 +
0,001 mg/L foi preparada em agua ultrapura a partir da solugéo padrao. Esta
solugao foi estocada na geladeira a 6 °C até a sua utilizagao.

Inicialmente para realizar o experimento foi preparada uma solugao aquosa
com derivatizante (2,4-DNPH) em excesso pesando 0,0375 g de 2,4-DNPH.
Esta massa foi adicionada em um balao de 500,0 mL e o volume completado
com agua ultrapura.

Segundo a norma ABNT/CB-05 (2008) para analise de aldeidos por HPLC

a solucéo derivatizante deve ser preparada diluindo 150,0 mg de 2,4-DNPH
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para cada 1000,0 mL de acetonitrila. Para este estudo, apds a realizagao de
algumas analises observou-se que 75,0 mg do derivatizante 2,4-DNPH eram
suficientes para obter bons resultados decidindo-se assim trabalhar com menor
quantidade de derivatizante. O solvente utilizado neste experimento foi a agua

ultrapura, com adi¢ao de 10% m/v de NaCl (efeito salting out).

3.3.4- Amostras

As amostras de batata, mandioca, linguica e dos 6leos utilizados foram
adquiridos em comércio local na cidade de Belo Horizonte. As batatas foram
cortadas em forma de palito e lavadas antes do processo de fritura. Em uma
panela inox foi adicionado 400 mL de 6leo que foi aquecido até 170 °C. Os
alimentos foram adicionados no 6leo quente e fritos pelo tempo de 15 min. Entre
uma fritura e outra esperou-se o resfriamento completo do dleo.

As massas de batata, mandioca e linguiga utilizadas para a fritura foram de
aproximadamente 50,00 g para cada alimento. Para analise por GC/MS a massa
dos alimentos utilizada para extragao foram de aproximadamente 14,00 g de batata
frita e 20,00 g para linguica e mandioca. Os alimentos foram colocados em um
béquer de 500 mL contendo 80,0 mL de solugéo aquosa 10% m/v de NaCl com
excesso de DNPH, 4,0 mL de acetonitrila e o pH foi ajustado para aproximadamente
1,5 com solucéo de acido fosforico 15,0 mol/L. A solugao foi agitada por 30 min para
que ocorresse a derivatizagao do analito na solugdo com o derivatizante 2,4-DNPH.
Apdés os 30 min de agitagdo, uma aliquota de 17,0 mL de solugdo foi coletada
e transferida para um frasco de vidro de 20,0 mL para extragdo por SPME com
imersao da fibra, seguindo-se o procedimento de extracdo descrito no item 2.7.

Posteriormente as amostras foram analisadas por GC/MS.

3.3.5- Condigbes cromatograficas para analises dos alimentos.

Foram testadas varias condigdes cromatograficas para a realizagdo do

36



CAPITULO 3: Determinagio de acroleina em alimentos

experimento. Os parametros como temperatura da coluna e tempo de splitless
foram alterados até a escolha dos melhores valores para a analise de acroleina-
DNPH por GC/MS com coluna apolar.

O método desenvolvido para analise de acroleina por GC/MS teve a
temperatura do forno iniciada em 120 °C, mantida por 2 min. Em seguida esta
foi aumentada com uma taxa de 10 °C/min até 290 °C permanecendo por 5 min
e terminando com um aumento de 10 °C/min até 300 °C permanecendo por 2
min. O tempo total da corrida foi de 27 minutos. O hélio foi utilizado como gas de
arraste e o fluxo do gas foi de 1,5 mL/min. Atemperatura do injetor foi mantida a
250 °C no modo splitless durante 2 min. A analise foi realizada no modo full scan
(faixa de 50—-650 m/z) extraindo-se o fragmento de m/z 236.

A coluna utilizada foi uma coluna capilar de 30 m de comprimento, 0,25
mm de diametro interno e 0,25 pm de espessura de filme contendo 5% de difenil,

95% dimetilpolisiloxana (HP-5MS) da Agilent Tecnology Inc.

3.3.6 - Método de Extragdo por SPME.

Para realizar a extragdo por SPME a fibra de poliacrilato (85 pym), escolhida
para o experimento, foi condicionada por 1 horaa 270 °C conforme indica o manual
do fabricante. Apos o condicionamento foi feita uma analise do branco da fibra para
garantir a auséncia de analito. A fibra foi entdo imersa na solugdo de acroleina
contida no frasco e a solugédo foi agitada por 10 min sem aquecimento para
extragao. Apos o tempo de extragao a fibra foi recolhida e procedeu-se a injegao
da amostra no cromatografico para dessor¢ao durante 2 min, permanecendo mais

3 min no injetor para evitar o aparecimento de “picos fantasmas”.

3.3.7 - Planejamento Fatorial.

Para otimizar alguns parametros do método de analise foi realizado
um estudo das variaveis consideradas significativas para o experimento. Foi

conduzido um planejamento fatorial 2* onde foi estudado as seguintes variaveis:
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Tabela 4: Variaveis estudadas no planejamento 2*

Variaveis Tempo de  Temperatura de Concentracdo Tempo de
extracao (A) extracao (B) salina (C) dessorgao (D)
min °C % seg
Niveis - + - + - + - +
10 40 30 50 0 10 30 120

Os sinais (-) e (+) significam as variaveis em nivel mais baixo e nivel
mais alto respectivamente. O ponto central foi analisado em triplicata com os
seguintes valores das variaveis: Tempo de extragcdo: 25 min; Temperatura: 40
°C; Concentragao salina: 5 %; Tempo de dessorgao: 75 seg.

O objetivo deste estudo foi verificar quais variaveis interferem no processo
de extragdo com relagcdo a sensibilidade do método, avaliando as variaveis
principais e suas interagcbes na resposta analitica.

Com este estudo foi possivel escolher as melhores condi¢cdes de trabalho

para realizacao das extragdes por SPME.

3.3.8 - Perfil cromatografico dos acidos graxos nos 6leos.

3.3.8.1 - Preparo da amostra

Hidrdlise de lipideos:

Dissolveu-se em tubo criogénico de capacidade de 2 ml, aproximadamente
10 mg do 6leo em 100 pL de uma solugéo de etanol (95%)/ hidroxido de potassio
1mol/L (5%). Apos agitacdo em vortex por 10 seg, o 6leo foi hidrolisado em
um forno de microondas doméstico (Panasonic Piccolo), a poténcia de 80 W
(Poténcia 2), durante 5 min. Apds resfriamento, adicionou-se 400 ul de acido
cloridrico a 20%, uma ponta de espatula de NaCl e 600 pL de acetato de etila.

ApOs agitagado em vortex por 10 seg e repouso por 5 minutos, uma aliquota de
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300 pL da camada organica foi retirada, colocada em tubos de micro centrifuga

€ seco por evaporagao, obtendo-se assim os acidos graxos livres.

3.3.8.2 - Metilagdo dos acidos graxos.

Os acidos graxos livres foram metilados com 100,0 uL de solugéo de BF,
/ metanol (14%) e esta foi aquecida durante 10 minutos em banho de agua a
80 °C. Em seguida a solucao foi diluida com 400 puL de metanol e analisada por
GC/FID.

3.3.8.3 - Condigbes cromatograficas para analises dos acidos graxos nos 0leos.

As analises de acidos graxos em diferentes 6leos foram realizadas em um
cromatografo a Gas HP5890 equipado com detector por ionizagdo de chamas.
Utilizou-se uma coluna Econocap carbowax (Alltech) com 30 m x 0,32 mm com
uma programagao de temperatura: inicio a 120 °C durante 1 minuto, seguida
de aquecimento de 7 °C/min até 240 °C. O injetor foi operado no modo split (de
1/50) a 250 °C e detector FID a 250°C. Hidrogénio foi utilizado como gas de
arraste no fluxo de 2 mL/min e o volume de injecao foi de 1,0 uL. A identificacéo
dos picos foi feita por comparagdo com padrdes de acidos graxos metilados
SUPELCO37.
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3.4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

3.4.1- Planejamento fatorial 2*

A Tabela 5 mostra os dados da matriz de contraste construida para a

realizacdo do planejamento 24 para obter as melhores condigbes de tempo,

temperatura de extragdo, concentracéo salina e tempo de dessorcao. As analises

foram realizadas com triplicata do ponto central.

Tabela 5: Fatores do planejamento fatorial 24, com 19 experimentos

Ensaio Variaveis Valores da variaveis Resposta
t TCC)y | [NaCIP® |t gessorcior | A" | B* | ¢ | D* Area
(min)’ (%) (seg)

1 - - - - 10 | 30 0 30 147031
2 + - - - 40 | 30 0 30 182491
3 - + - - 10 | 50 0 30 83758
4 + + - - 40 | 50 0 30 377271
5 - - + - 10 | 30 | 10 30 127198
6 + - + - 40 | 30 | 10 30 331730
7 - + + - 10 | 50 | 10 30 202974
8 + + + - 40 | 50 | 10 30 1141357
9 - - - + 10 | 30 0 120 14344
10 + - - + 40 | 30 0 120 72734
11 - + - + 10 | 50 0 120 268907
12 + + - + 40 | 50 0 120 849109
13 - - + + 10 | 30 | 10 | 120 340398
14 + - + + 40 | 30 | 10 | 120 | 1494969
15 - + + + 10 | 50 | 10 | 120 414637
16 + + + + 40 | 50 | 10 | 120 | 1328477
17 0 0 0 0 25 | 40 5 75 976436
18 0 0 0 0 25 | 40 5 75 893759
19 0 0 0 0 25 | 40 5 75 1035348
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1- Tempo de extracao;

2- Temperatura de extragao;

3- Concentragao de cloreto de sdédio;
4- Tempo de dessorgao.

O grafico de Pareto foi construido para verificar as variaveis e os efeitos

mais significativos para o método estudado ao nivel de 95% de confiancga.
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Figura 13: Grafico de Pareto estudo na otimizagéo (A) tempo de extragao, (B)
temperatura de extracéo, (C) concentracdo salina, (D) tempo de dessorcéo

Analisando as variaveis independentes observa-se que as variaveis
temperatura de extracédo (B), concentragcido salina (C) e tempo de dessorgao
(D) foram significativas, porém o tempo de extracdo (A) ndo apresentou uma
resposta significativa, pois a faixa horizontal ndo ultrapassou a linha de 95%
de confianga. Neste estudo a temperatura de extragcdo (B) e a concentragéo

salina (C) tem resposta mais significativas para menor valor de temperatura e
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maior valor de concentragao respectivamente. O tempo de dessorgao (D) foi
significativo para valores mais altos.

Para o estudo das intera¢des de duas variaveis, a interagédo entre o tempo
de extragdo e o tempo de dessorgao (1 by 4) bem como o tempo de extragao
e a temperatura de extracao (1 by 2) foram significativas ao nivel mais baixo,
indicando que se deve trabalhar em faixas mais préximas dos menores valores
escolhidos no planejamento. O contrario ocorreu com as interagdes tempo de
extracdo e concentragao salina (1 by 3) e, concentragao salina com tempo de
dessorgéo (3 by 4). Estas interagdes apresentaram significancia para niveis
mais altos, ou seja, a faixa 6tima de trabalho deve estar préxima dos valores
mais altos testados pelo planejamento, isto é, 40 min para o tempo de extragao,
concentragcdo salina em torno de 10% e tempo de dessorgédo de 120 seg. A
interacdo entre temperatura de extragdo e concentragdo salina mostrou-se
insignificante ao nivel de 95% de confianca.

Ainteracdo de trés variaveis, tempo de extracao, temperatura de extragao
e concentragao salina (1*2*3) foi significativa tendendo para melhores resultados
com valores mais baixos em torno de 10 min, 30 °C e 0% m/v de solucéo salina.
Para a interacao entre temperatura de extragcido, concentracido salina e tempo
de dessorgao (2*3*4) os valores mostraram-se significativos para valores mais
altos, 50 °C, 10% m/v de NaCl e 120 seg de dessorg¢ao respectivamente. As
interacdes que apresentaram insignificancia foram: tempo de extracdo com
temperatura de extracédo e, tempo de dessorcao (1*2*4) e tempo de extragao
com concentragao salina e tempo de dessorcao (1*3*4).

Considerando os resultados obtidos escolheu-se trabalhar com menor
tempo de extracdo, 10 min, para obtencdo de analises mais rapidas. As
variaveis, tempo de dessor¢ao e concentragcédo salina foram significativas para
niveis mais altos escolhendo-se trabalhar com o tempo de dessorcao de 120
seg e concentragao salina da solugéo de 10% m/v. A temperatura de extragéo

foi significativa para o nivel mais baixo, isto €, a temperatura ambiente.
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3.4.2 - Obtengédo do cromatograma e espectro de massas da acroleina.

A Figura 14 mostra o cromatograma de ions selecionado (a) e o espectro
de massas (b) obtido para a acroleina-DNPH por GC/MS apéds extragdo por
SPME nas condi¢des otimizadas descritas no item 3.2.5

O tempo de retencado para o pico da acroleina foi de 15,35 min. Para o
experimento realizado, nao foi possivel a comparacgao do espectro da acroleina-
DNPH com o banco de dados de espectro de massa contido na biblioteca NIST
(National Institute of Standards and Technology) do equipamento, pois na
biblioteca s6 foi encontrado o espectro da acroleina pura e a acroleina utilizada

no experimento foi um padrao derivatizado com 2,4-DNPH.
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Figura 14: Cromatograma de ion selecionado de m/z 236 (a) e espectro de
massas (b) do padrao acroleina-DNPH por GC/MS.
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Porém, comparando-se com a literatura, o espectro obtido neste trabalho
€ similar ao espectro encontrado por Lane, R. H., Smathers, J. L. [38], (Figura
15). Neste estudo monitorou-se a produgdo de aldeidos durante a fritura
utilizando a técnica de cromatografia liquida em fase reversa com confirmagao

dos compostos obtidos por GC/MS.
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Figura 15: Espectro de massa para acroleina-DNPH

O tempo de retencéo e o espectro de massas encontrado para o padrao
de acroleina-DNPH serviram para identificar o composto e determinar o analito

nas analises realizadas nos alimentos fritos.

3.4.3 - Parametros de Meérito.

Alguns parametros de mérito como linearidade, precisao, limite de

deteccdo e limite de quantificagdo foram avaliados para certificar a qualidade

analitica dos resultados gerados pelo método desenvolvido neste trabalho.
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3.4.3.1- Curva Analitica de calibragao.

A curva de calibragao para a acroleina-DNPH foi obtida para seis niveis

de concentracdo, com triplicata para cada nivel. As concentracdes analisadas
foram 1,009; 4,037; 7,065, 10,093; 14,13 e 18,167 ug/L com tempo de extragao

de 10 minutos.

A Figura 16 apresenta a curva analitica (y = 7407x - 317,19) da acroleina-

DNPH obtida. O coeficiente de correlagdo encontrado para o método desenvolvido

foi maior que 0,994.
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140000 +
120000 |
100000
80000 ~
60000 ~

Area

y = T407x - 317.19
R? = 0,9943

2 4 i g 10 12 14 16 18

Concentragio de acroleina (ppb)

Figura 16: Curva de calibragao para solugao de acroleina-DNPH com
amostragem por SPME e analise por GC/MS.
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A linearidade foi também avaliada através dos valores de F (F)e

calculado

F....oqo (Ft) Obtidos da curva de calibragdo. Para que a curva seja linear o valor

de F_deve ser no minimo dez vezes maior que o valor de F,. [60]

O F, foi calculado conforme a expresséao abaixo:

F.=MQ/MQ,

Onde:

MQ, = média quadratica devida a regresséo

MQ, = média quadratica residual

Os valores de F, F, MQ_, e MQ_foram calculados pelo software Origin 8.0

e estdo apresentados na Tabela 5:

Tabela 6: Resultado da analise de variancia da curva analitica.

Analito MQ MQ F Ft

R r c

Acroleina 5297,56675  12,59693 420,54438 3,33944E°

Com os valores apresentados acima, observa-se que o método apresentou
boa linearidade, pois o valor de F_foi em torno de 103 vezes o valor de F..

A heteroscedasticidade das variancias também foi confirmada pelo teste
F no nivel de confianga de 95%. Para o calculo das equagdes de regressao foi
necessario utilizar o método dos minimos quadrados ponderado (MMQP) pelas
variancias das respostas instrumentais. [67]. O software Origin 8.0 foi utilizado

para reproduzir a curva e o valor encontrado de R? foi de 0,9988.
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Os limites de detecgcdo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram calculados
a partir de 10 medidas consecutivas do branco, através das equacbdes 3 e 4
respectivamente descritas no item 2.11 conforme recomendado pelo Guia
Eurachem [62]. O LD determinado foi 0,43 ng/g, e o LQ encontrado foi 1,40 ng/g.

A precisdao do método foi avaliada através de teste de repetibilidade
que representa a concordancia entre medidas sucessivas de um mesmo
meétodo, realizada sob as mesmas condigdes com varias medigdées da mesma
amostra. Para analise da precisao intra ensaio foram analisadas 10 replicatas
de concentracao 9,08 pg/L. O coeficiente de variagao (CV) encontrado foi de
9,72%. Para avaliar a precisao intermediaria 5 replicatas de concentracdo de
9,08 pg/L foram analisadas em dias diferentes. O valor de CV encontrado foi
de 9,55%.

A Tabela 7 apresenta alguns trabalhos e os valores de R?, LD e RSD para

quantificacdo de acroleina em diversas matrizes de alimentos.

Tabela 7: Valores de LD, RSD e R? para analise de acroleina em matrizes de

alimento.
Matriz Técnica de R2 LD RSD (%) Autor
extracao (Lg/L)
Cerveja SPME 0,9970 0,24 5,09 [45]
Agua SPME 0,9980 0,10 128 e [69]
bidestilada e 14 0 %
agua de
chuva
Vodka SPME 0,9986 0,05 2 [70]
Vodka SPME 0,9799 S 55 [44]
Cidras o 0,9989 a . [71]

e Valores nao informados pelos autores
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Considerando a matriz estudada, uma matrizcomplexa devido a dificuldade
de extrair acroleina do alimento conclui-se que o valor encontrado para CV é

aceitavel por ser menor que 20%.

3.4.4 - Aplicagcdo do método analitico GC/MS proposto para determina¢céo de

acroleina em batata frita.

Para se conseguir o procedimento de reacao de derivatizagao na solugao,
varios procedimentos foram testados. Inicialmente testou-se colocar um pedacgo
(aproximadamente 1,5 cm) de batata frita no frasco com a solugao derivatizante
para exposicao da fibra por imersao. Este procedimento possibilitou a analise da
acroleina, porém observou-se que o método nao apresentava uma extragao com
boa repetibilidade n&o obtendo cromatogramas com picos de areas similares ou
até mesmo n&o obtendo resposta. A conclusado para esta nao repetibilidade do
método era que a batata se despedacava na solugao derivatizante formando
uma solugao heterogénea. Os pedacos interferiam na absor¢ao do analito pela
fibra ocasionando o erro nas analises, causando muitas vezes entupimento do
septo do injetor, contaminacgao do liner e a perda de fibras. O mesmo resultado foi
observado ao se colocar a solug&o derivatizante e a batata em centrifuga ou no
banho ultrassom, portanto essas possibilidades de trabalho foram descartadas.

Foi necessario obter a derivatizagdo do analito na solu¢do derivatizante
(2,4-DNPH, agua ultrapura, acetonitrila) a partir de uma solugdo homogénea.
Assim decidiu-se utilizar batatas inteiras, trabalhando-se com a mesma massa
de batata frita para todas as analises e um volume maior de solugao derivatizante,
para que as batatas flutuassem sobre a solugédo néo sendo dissolvidas durante
a agitacdo. Dessa forma os resultados encontrados foram quantitativos e
repetitivos entre as amostras analisadas.

A massa de batata também foi um parametro testado para a determinagao
da condi¢do 6tima de extragéo. Primeiramente uma massa de 8,00 g foi testada.

Porém, para esta massa de batata a area do pico de acroleina encontrava-se
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abaixo do limite de quantificagdo da curva de calibracdo. Com isso tornou-se
necessario aumentar a massa de batata frita analisada, escolhendo-se trabalhar
com 14,00 g de batata frita.

Utilizando-se o método otimizado foram analisados batatas fritas em cinco
tipos de 6leos em 4 etapas de fritura fazendo ftriplicata das analises. A Tabela
8 e Figura 18 mostram os valores médios da concentragdo de acroleina em
batata frita em 6leo de soja, girassol, canola, milho e dendé em quatro etapas

da reutilizagao de cada 6leo conforme descrito no item 3.2.4.

Tabela 8: Valores médios de concentracdo de acroleina em batata frita.

Frituras Concentragao de acroleina (ng/g)

Soja Canola Girassol Milho Dendé
12 fritura 2,99 419 3,4 4,52 2,03
22 fritura 1,23 1,97 2,8 4,85 2,00
32 fritura 0,87 4,47 2,78 4,71 1,08
42 fritura 0,68 4,3 4,00 2,25 2,06
Média 1,44 3,73 3,25 4,08 1,93

Os resultados das analises de acroleina em batata frita no 6leo de soja
apresentaram uma média de concentragcao de 1,44 ng/g com variagao de 0,68
a 2,99 ng/g. Os resultados mostram que a concentragao de acroleina diminuiu
significativamente com a reutilizagdo do 6leo de soja conforme indicado na

Figura 18.
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Figura 18: Concentragao de acroleina durante a reutilizacdo dos 6leos.

De acordo com a literatura, a absor¢cdo do 6leo pelo alimento varia de
10% a 60% dependendo de uma série de fatores que atuam na velocidade de
transferéncia de massa e de energia entre o 6leo e o alimento [71]. Bouchon,
2003 [72], sugere que a absorgao do oleo pelo alimento depende da quantidade
de agua removida durante a fritura e que a maior absorgao do 6leo ocorre na
etapa em que o alimento é retirado da fritura. A absorgao do 6leo € um fenbmeno
de superficie que envolve um equilibrio entre adesdo e drenagem do 6leo apos
a remocao do alimento do éleo.

Jorge et al. [73] em seu trabalho analisou o comportamento dos 6leos
de girassol, soja e milho em frituras de batata e concluiu que o 6leo de soja
apresentou menor absorgéo pelas batatas diferindo dos éleos de girassol e milho.
Este trabalho concluiu que as batatas absorveram uma quantidade menor de
Oleo de soja do que os 6leos de girassol e milho. De acordo com o autor o 6leo
de soja tem uma maior quantidade de acidos graxos saturados, o que diminui a
absorcao através do alimento [74]. Estes fatores podem ter contribuido para os

valores encontrados neste estudo, uma vez que a absor¢cdo de uma quantidade
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menor de 6leo pode afetar a quantidade de acroleina retida nos alimentos.

A concentragdo meédia de acroleina encontrada para as batatas fritas
em o6leo de girassol foi de 3,25 ng/g, variando entre 2,78 - 4,00 ng/g. Uma
concentragdo média de 4,08 ng/g, com um intervalo 2,25 - 4,85 ng/g foi observada
para as batatas fritas em 6leo de milho, e a média de 3,73 ng/g, variando entre
1,97 - 4,47 ng/g foram obtidas para as batatas frita em éleo de canola.

Para o 6leo de girassol, o 6leo de canola e o 6leo de milho, a concentragao
de acroleina permaneceu quase constante para as batatas fritas nos trés tipos
de 6leo durante os quatro ciclos de fritura. No entanto, um aumento significativo
na concentracao de acroleina ocorreu no ultimo processo de fritura para o 6leo
de girassol, enquanto ocorreu uma diminuigcdo da concentracdo de acroleina
na segunda e quarta etapa de fritura no 6leo de canola e éleo de milho,
respectivamente. A concentracao de acroleina foi maior nas batatas fritas nos
trés tipos de 6leo acima mencionados do que quando utilizado o éleo de soja.

ATabela 9 apresenta a composicao em teor de acidos graxos para os 6leos
de girassol, canola, milho, soja e dendé. Pode-se observar que a concentragao
de acidos graxos insaturados presentes nos trés primeiros 6leos é maior do que
no 6leo de soja. Este fator de acordo com [73] conduz a absorgdo de uma maior
qguantidade de d6leo pelo alimento. Este fato explica porque as concentragdes de
acroleina encontrados em batatas fritas nos éleos de girassol, canola e milho

sdo maiores que as encontradas em batatas fritas em d6leo de soja.
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Tabela 9: Teor de acidos graxos e viscosidade dos 6leos por GC/FID.

Acidos Graxos (%) Girassol Soja Milho Canola Dendé
C12:0 (laurico) 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0
C14:0 (miristico) 0,0 0,2 0,0 0,0 0,4
C16:0 (palmitico) 6,8 10,8 11,6 5,6 251
C16:1 (palmitolénico) 0,0 0,3 0,0 0,3 0,0
C18:0 (estearico) 4,6 4,3 3,3 3,7 6,1
C18:1 (oleico) 28,1 221 34,7 56,7 36,7
C18:2 (linoleico) 58,7 53,7 47,9 23,3 28,1
C18:3 (linolénico) 0,5 7.1 1,6 8,5 2,6
C20:0 (arquidico) 1,1 1,4 0,9 2,0 1,0
TOTAL (%) 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Ac. Graxos Saturados
(total %) 12,7 16,8 15,8 11,2 32,5
Ac. Graxos Insaturados
(total %) 87,3 83,2 84,2 88,8 67,5
Viscosidade (CP) 50 53,6 56,4 65,1 99,5

O teor de acidos graxos insaturados € maior no 6leo de girassol (87%) do
qgue no oleo de milho (84%), como € mostrado na Tabela 9. Porém n&o justifica a
maior concentracao de acroleina, em batatas fritas em 6leo de milho o que talvez
possa ser explicado por outro parametro como a variagdo da temperatura que pode
interferir no processo de absorg¢ao do 6leo pelo alimento. A variagao da temperatura
durante o processo de fritura pode ter afetado os resultados obtidos para estes dois
tipos de 6leo uma vez que foi observada uma queda na temperatura do 6leo ao
adicionar o alimento no dleo quente devido a perda de agua do alimento.

Em um estudo realizado por Pozo-Diez [75], a absorgao do 6leo pelo alimento
ndo estava diretamente relacionada com o numero de vezes em que o 6leo foi
reutilizado, mas era afetada pelas mudancas de temperatura durante o processo

de fritura.
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Os resultados obtidos neste trabalho estdo em concordancia com o trabalho
realizado por Pozo-Diez [75]. Pequenas variacdes de temperatura foram observadas
durante os experimentos, o que pode explicar a flutuagdo na concentracao de
acroleina observadas em batatas fritas com 6leos de canola, milho e dendé.

A Figura 19 mostra as variagdes nas concentragdes de acroleina durante a

reutilizacdo dos 6leos no processo de fritura da batata.
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Figura 19: Concentragao de acroleina em batata frita

Finalmente, os resultados para a analise de acroleina em batatas fritas
em o6leo de dendé apresentaram uma concentragdo média de 1,93 ng/g, com
variagcado de 1,08 - 2,06 ng/g. A concentracdo de acroleina foi semelhante ao
longo de quase todos os ciclos de fritura. O que poderia justificar as diferentes
concentragcdes de acroleina encontradas € o mesmo que o referido acima para
os outros Oleos, isto é, as alteragbes de temperatura durante o processo de
fritura podem ter sido relevantes para causar uma alteragao na absorcido de
oleo de dendé pela batata.

As batatas fritas em oleo de dendé apresentaram concentragbes mais
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baixas de acroleina apés o primeiro ciclo de fritura (Figura 19). De acordo com
Paul e Mittal [76], varios fatores afetam a penetracdo do 6leo no alimento,
sendo um deles a viscosidade do 6leo de fritura. O 6leo de dendé possui maior
viscosidade entre os 6leos estudados. A concentracdao de acroleina detectada
durante o primeiro ciclo de fritura com o 6leo de dendé foi menos do que nos
outros 6leos. Isto pode ser explicado pela alta viscosidade do 6leo de dendé em
relagdo aos demais 6leos. Este fator pode ter contribuido para o fato de que
as batatas fritas em 6leo de dendé apresentem uma menor concentracdo de
acroleina durante o primeiro ciclo de fritura.

Thalita O. S. [77] propb6s em seu trabalho o mecanismo de formagao de
acroleina pela oxidacao do acido linolénico conforme mostrado na Figura 20.
Em seu trabalho a autora concluiu que a emissdo de acroleina em 6leo de
soja € maior que em Oleo de dendé, pois o Oleo de soja é mais rico em acidos
graxos poliinsaturados. Porém, este comportamento nao foi observado neste

experimento durante a reutilizagdo dos oleos de soja e dendé.
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O ponto de ebulicdo da acroleina é de 53 °C, portanto, pode-se considerar
que parte da acroleina foi perdida para o ambiente durante o processo de fritura
realizado a 170 °C como esta perda por evaporagao nao € homogénea, ela pode
ter ocasionado a variagado encontrada nos resultados dos alimentos analisados.

Batatas comerciais também foram adquiridas para analise de acroleina
sendo elas: batata palito comprada em pracga de alimentagéo de shopping, batata
palha e batata chips (salgadinhos). O método desenvolvido também detectou

acroleina nas batatas comerciais e os valores sdo apresentados na Figura 21.
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Figura 21: Analise de acroleina em batatas fritas comerciais.

As concentragdes de acroleina presentes na batata palha e batata chips
foram muito menores do que as observadas nas batatas fritas a palito. Esta
diferenca pode ser explicada pela diferenca na relagao superficie/volume entre
as batatas, sendo muito mais elevado para batata frita a palito do que para batata
palha e batata chips. De acordo com Paul e Mittal [76], a relagcao superficie/
volume, ou seja, a distancia do centro a superficie dos alimentos de alimento
em contato com o 6leo de fritura € um fator importante que contribui para a
determinagdo da quantidade de 6leo absorvida pelos alimentos.

Pode-se concluir que devido sua menor relacdo superficie/volume e
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também por possuir menor massa a absorgao do 6leo pela batata chips e pela
batata palha é menor, quando comparada com a batata a palito obtendo menor

concentragao de acroleina no alimento.

3.4.5 - Aplicacdo do método GC/MS proposto para analise de acroleina em

mandioca e linguiga frita.

O método desenvolvido para analise da acroleina extraida da batata frita
foi aplicado em outros dois alimentos, mandioca e linguica também utilizando
diferentes tipos de 6leo e somente uma etapa de fritura para o processo de
fritura. Este trabalho foi realizado com o objetivo de verificar se 0 comportamento
da variagao de acroleina com o tipo de 6leo utilizado na fritura seria 0 mesmo
encontrado no estudo realizado com batata frita. Os alimentos foram preparados
e a acroleina extraida do alimento conforme descrito no item 3.2.5. Os resultados
da concentragdo de acroleina em mandioca e linguica frita encontram-se na

Figura 22.
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Figura 22: Analise de acroleina em mandioca e linguica frita.
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Como mostrado na Figura 22, a concentracdo de acroleina foi menor na
linguica quando comparado com a mandioca utilizando os 6leos de girassol e
soja. Este resultado pode ser explicado devido a linguiga apresentar uma tensao
interfacial maior do que a mandioca, uma vez que a linguica é revestida com uma
pele. Em produtos formulados como a linguica, a permeabilidade da camada
exterior do produto, depende da espessura da pele externa ao alimento, o que
determina a resisténcia estrutural para a vaporizagdao da agua. Uma estrutura
mais forte e mais elastica pode resultar em uma camada exterior que pode atuar
como uma barreira eficaz contra a absorg¢ao de 6leo [78]. Uma vez que os Oleos
de girassol e soja tém uma baixa viscosidade, eles tém uma maior dificuldade
em quebrar a tensao interfacial da linguiga, assim, a concentragcao de acroleina
neste alimento foi menor. Em contraste, a concentragao de acroleina na linguica
foi maior do que na mandioca quando os 6leos mais densos, canola e dendég,
foram utilizados para fritar.

A maior concentragao de acroleina encontrada na linguica foi observada
nas amostras fritas em éleo de canola, que tem o menor teor de acidos graxos
saturados, concluindo que este 6leo foi mais extensivamente absorvido pelo
alimento. Por outro lado, a mandioca preparada em 6leo de dendé, que tem um
maior teor de acidos graxos saturados, apresentou a mais baixa concentragao
de acroleina. Assim, a absorgcao de 6leo de dendé por mandioca foi menor, e
este fato resultou em menor grau de retencao de acroleina em amostras fritas.
De acordo com (Damy, 2003) [74] o aumento do teor de acidos graxos saturado
do dleo interfere na absorgao do 6leo por alimentos, ou seja, alimentos fritos em
Oleos mais saturados tém um menor grau de absorgéo.

As concentracbes de acroleina encontradas em ambos os alimentos
mandioca e linguica, em oleo de milho foram muito préximas. Além disso, o
trabalho descrito anteriormente mostrou que a concentragdo de acroleina em
batatas fritas em 6leo de milho € semelhante aos resultados obtidos neste estudo.
Isto sugere que o 6leo de milho tem uma absor¢ao homogénea independente do
alimento estudado.

Estes resultados de quantificacdo de acroleina em alimentos diferentes

mostram que a contaminag¢ao do alimento pela acroleina causada pela queima
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do dleo varia de acordo com o alimento e nao esta diretamente ligada com teor
de acidos graxos, viscosidade do 6éleo ou absorgéo do 6leo pelo alimento.

O processo de fritura envolve varios fatores como transferéncia de massa
representada principalmente pela perda de agua do alimento, absorgéo do éleo
e transferéncia de calor, fatores que nao foram avaliados neste estudo. Em
temperaturas variando entre 150 — 200 °C e devido a presencga de oxigénio o
Oleo sofre uma série de reagcdes de decomposi¢cao formando uma variedade
de compostos carbonilicos [79]. A composi¢ao do oleo fresco € diferente da
composigao de 6leos reutilizados.

De acordo com alguns autores ([25] [73-75]) inumeras caracteristicas
podem afetar a estabilidade do 6leo de fritura, como por exemplo: tipo de dleo,
tipo e quantidade e composi¢éo do alimento, modelo da fritadeira, teor de agua,
tempo de fritura, flutuagcdes de temperatura, teor de sal e uso de aditivos. Este
estudo mostra que estes fatores sdo de grande importéncia para quantificagéo
de acroleina, uma vez que alimentos diferentes apresentaram valores diferentes

de acroleina encontrada.

3.4.6 — Conclusao.

Este estudo mostrou o desenvolvimento de um método de quantificacao
e método de amostragem por microextragédo em fase sélida com derivatizagao
na solucdo para analise de acroleina em alimentos. O método de extragao
desenvolvido é simples, rapido e de baixo custo. A validagao da técnica de
quantificacdo desenvolvida apresentou bons resultados de linearidade, limite de
deteccéo e limite de quantificacao e precisao, podendo ser aplicado para analise
de traco de acroleina em diferentes alimentos. Com este trabalho observa-
se a necessidade de posteriores estudos buscando associar novas variaveis
do processo de fritura tais como variagdo do teor de acidos graxos durante a

reutilizagao dos o6leos, perda de agua pelo alimento para maiores conclusoes.
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4- OBJETIVO

4.1 - Objetivo geral

Desenvolvimento de método de extracdo com derivatizacido na fibra para
quantificar acroleina em ar ambiente e ar expirado de individuos fumantes e de

individuos nao fumantes.

4.2 - Objetivo especifico

* Otimizacao da metodologia analitica para determinagao de acroleina
utilizando microextracao em fase sélida apés derivatizacdo na fibra com 2,4-
DNPH.

* Otimizacdo do método de analise de acroleina pela técnica de
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas.

* |dentificar e quantificar acroleina em ar de diferentes ambientes, no ar

expirado de individuos fumantes e ar expirado de individuos nao fumantes.
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4.3 - PARTE EXPERIMENTAL

4.3.1- Reagentes.

« Agua ultra-pura obtida do Ultrapurificador de agua Purelab — Elga;

» Detergente neutro, Extran MA 02 neutro da Merck (RJ, Brasil);

» Hélio N-50 da Air Products (Mogi das Cruzes, Brasil), com 99,999% de
pureza;

* Acetonitrila grau HPLC (J.T. Baker, EUA);

* Reagente derivatizante 2,4-DNPH (Merck, Alemanha);

* Cloreto de Sodio, NaCl (Synth);

« Solugao de Acido fosférico, H,PO,, 85% PA (Synth);

» Solugao padrao de acroleina-DNPH (Supelco, Brasil);

* Tubo de permeagao, VICI Metronics Inc. (Washington, EUA),
certificado com rastreabilidade até os padrbes do NIST (National
Institute of Standards and Tecnologies), comprimento de 3,5 cm e taxa

de permeacao 326,25 ng min-1 a 30 °C.

4.3.2 — Equipamentos

« Balanga analitica resolucao 0,01mg, modelo AX200 da Shimadzu
(Columbia, USA);

« Chapa aquecedora com controle de temperatura e agitacdo magnética
da IKA RHon (Wilmington,USA);

* Bloco de aluminio 8x6x8cm;

* Termbdmetro de mercurio escala -10 a 110°C, resolug¢éao 0,5°C;

» Suporte da fibra para SPME Supelco (Bellefonte, USA);

» Fibra Poliacrilato (PA) 85um, Supelco (Bellefonte, USA);

* Medidor de fluxo digital Flowmeter Optiflow 650 (Supelco Inc., EUA)
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resolugao 0,01 L/min;
+ Cromatografo GC — Thermo-Finnigan, acoplada a um detector de
espectrometria de massa, MS — Thermo-Finnig, Modelo PolarisQ-

Mass spectrometer. (Figura 12)

4.4 - Sistema Cromatografico

O método desenvolvido para a determinacao de acroleina por GC/MS
em ar ambiente e ar expirado foi o mesmo utilizado para analise em alimentos.
A temperatura do forno foi iniciada em 120 °C, mantida por 2 min. Em seguida
esta foi aumentada a uma taxa de 10 °C/min até 290 °C permanecendo por 5
min e terminando com um aumento de 10 °C/min até 300 °C permanecendo por
2 min. O tempo total da corrida foi de 27 min. O hélio foi utilizado como gas de
arraste sendo o fluxo do gas de 1,5 mL/min. A temperatura do injetor foi mantida
a 250 °C no modo splitless durante 2 min. O espectrdmetro de massas operou
no modo positivo, impacto de elétrons (El) ou com energia de 70 eV, com fonte
de ions a 200 °C e a interface GC/MS a 250 °C. A analise foi realizada no modo

full scan (faixa de 50-650 m/z) extraindo o fragmento de m/z 236.

4.5 - Sistema de Geragdo de Padrées Gasosos.

Para a construcdo da curva de calibracdo foi utilizado um sistema de
gerador de padrao gasoso conforme mostrado na Figura 23. O ar ambiente
comprimido a 345 kPa era conduzido a um purificador UHP-10ZA da marca
Domnick Hunter e passava por um tubo espiralado de cobre (didametro = 0,3 cm)
para pré aquecimento. Apds passar pela valvula de controle de diluigcao, o ar
entrava na camara de permeacao onde estava o tubo de permeacao de material
polimérico contendo acroleina liquida. O tubo de permeacéo foi submetido a um

fluxo constante com temperatura controlada por um termostato a 30,0 + 0,1 oC.
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O sistema de controle de temperatura era conectado a uma resisténcia e a um
ventilador para distribuicdo uniforme do calor dentro da camera de permeacao.
A Figura 23 mostra um fluxograma do sistema de geracéo de vapores gasosos
e a Figura 24 apresenta uma foto do sistema utilizado neste trabalho.

A coleta de amostras do sistema de geracao de padrao gasoso foi efetuada
através da técnica de microextracdo em fase solida fazendo-se a derivatizacao
com 2,4-DNPH na fibra PA de 85 pm.

A fibra foi inicialmente condicionada a 280 °C por uma hora e em seguida
imersa por 5 minutos em uma solugao derivatizante (2,4-DNPH) de concentragao
0,13 mg/mL e pH aproximado de 1,5. A extragdo do padrao gasoso de acroleina
foi realizada através da exposig¢ao da fibra no bulbo de amostragem da camera
de permeacédo por um periodo de 15 min. Este periodo de amostragem é
estabelecido quando se pretende determinar o limite de exposicdo em curto
prazo (Short Time Exposition Limit — STEL). Para analise de ar expirado,
trabalhou-se com a amostragem de 25 seg, tempo em que os voluntarios se

sentiram mais confortaveis para amostragem.

[Sistema de controle] Dispositivo
da temperatura SPME

Isolante térmico

J Sistema de
| pré-aquecimento

e X Controle da diluicéo

((Camara de permeagio]  (romogenzagao)-+{ Bulbo de
v (tubo de permeacio) amostragem

~ Controle de fluxo \
Fluxémetro|—»purga

Ventilador e
Resisténcia

Figura 23: Fluxograma do sistema de gerag¢ao de vapores pelo método de
permeacao.
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Yentilador e resisténcia

i : i Camara de permeacio
Sistermna de pré aguecimento Bulbo de amostragen

Figura 24: Sistema de gerador de vapores gasosos disponivel no
Departamento de Quimica - UFMG.

4.6 - Coleta das amostras de ar expirado e ar ambiente

Aamostragem do ar ambiente foi realizada no periodo de janeiro a fevereiro
de 2012 com temperatura média de 24 + 1°C, em Belo Horizonte, Minas Gerais.

O ar ambiente foi coletado para analise em pontos internos e externos.
Os pontos em ambientes internos onde o ar ambiente foi coletado foram: 3
laboratérios situados no primeiro andar do Departamento de Quimica, 2
cozinhas de lanchonetes localizadas no Departamento de Quimica e outra
no Colégio Técnico (COLTEC) e os pontos externos: 3 estacionamentos
abertos (estacionamento do Departamento de Quimica, ICEX e da Escola de
Engenharia) e 2 regibes arborizadas (regides sem fluxo de carro), sendo um
atras do restaurante universitario e outro atras do Departamento de Quimica.
Apos cada coleta, a fibra foi recolhida e acondicionada em uma caixa de isopor

contendo gelo até o momento da analise. Para que nao ocorresse perda do
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analito o periodo maximo entre a coleta da amostra e a analise nao ultrapassou
20 minutos.

Grote & Pawliszyn [80] desenvolveram um procedimento para amostragem
do ar expirado que consiste na expiracao direta na fibra de SPME que € inserida
em um tubo de teflon. O tubo de teflon, mostrado na Figura 25, foi confeccionado
para esse fim e adaptado a um bocal descartavel de papeldo para evitar o contato
da boca com o tubo de teflon.

A coleta do ar expirado foi realizada da seguinte forma: o individuo inspirou o
ar liberando uma pequena porgéao (por aproximadamente 3 seg) e depois expirou
durante 25 segundos na fibra de SPME inserida em um tubo de teflon conforme

mostra a Figura 25.

Figura 25: Amostrador para coleta de ar expirado.

Logo apds a coleta a fibra foi inserida no injetor do sistema GC/MS para
analise. Para este estudo foram realizadas analises de ar expirado de individuos
fumantes e individuos ndo fumantes ambos estudantes e funcionarios do
Departamento de Quimica da UFMG. As analises realizadas no ar expirado de
individuos ndo fumantes contou com um grupo composto por 5 mulheres e 4
homens. O grupo de individuos fumantes totalizou 7 individuos todos alocados
no Departamento de Quimica.

Os parametros como idade, sexo, ndo foram levados em consideragao nos
resultados deste estudo, uma vez que o objetivo foi comparar a contaminagéao

de acroleina em individuos fumantes e nao fumantes.
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4.7 — Derivatizacao na fibra por Microextragdo em Fase Sdélida

O objetivo deste estudo foi verificar quais variaveis seriam melhores no
processo de extracdo com derivatizagao na fibra com relacado a sensibilidade do
meétodo, avaliando as variaveis principais e suas interagdes na resposta analitica.

Varios testes foram realizados para aperfeicoar a melhor condi¢ao de
derivatizacao na fibra. Temperatura de extragcado, concentragcdo do derivatizante
e tempo de extracao foram as variaveis estudadas. A derivatizagao na fibra pode
ocorrer no modo headspace ou por imersao. Alguns autores trabalharam com
derivatizagéo na fibra no modo headspace.

Foram feitos testes de derivatizagado na fibra no modo headspace e por
imersao na solugao derivatizante. As analises realizadas com derivatizagéo na fibra
por imersao na solugao derivatizante apresentaram melhores resultados de area,
sendo escolhida como método de derivatizagdo das amostras de ar neste trabalho.

A derivatizacado na fibra PA por imersao consistiu em expor a fibra em
solucdo em um frasco de vidro sob agitagdo, contendo 17 mL da solugéo
derivatizante (agua, NaCl (10% m/v) e DNPH) em pH aproximado de 1,5. Apés
15 min a fibra foi recolhida e exposta por headspace em 5,0 mL de solucido de
acroleina 1,0 mg/L, a temperatura ambiente e sob agitagao por 15 min para que
ocorresse a derivatizagao do analito de interesse na fibra.

Para otimizaralguns parametros do método de extracdo com derivatizagao
na fibra foi realizado um estudo das variaveis consideradas significativas para o
experimento. Foi conduzido um planejamento fatorial 23 estudando as variaveis

conforme apresentado na Tabela 10.

Tabela 10: Variaveis estudadas no planejamento 23.

Variaveis Tempo de Temperatura de Concentragao de
extragao (A) - min extragao (B) - °C derivatizante (C) -

mg/mL

Niveis - + - + - +

5 15 63 97 0,02 0,13
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Os sinais (-) e (+) significam as variaveis em nivel mais baixo e nivel
mais alto respectivamente. O ponto central foi analisado em triplicata com os
seguintes valores das variaveis: Tempo de extracdo: 10 min; Temperatura: 80

°C; Concentragao do derivatizante: 0,075 mg/mL.

4.8 - Estudo de parametros de mérito

Para a construcao da curva de calibragao a fibra foi mergulhada em uma
solu¢cdo aquosa contendo NaCl (10% m/v) e DNPH (0,13 mg/mL) durante 15
minutos para ser saturada com o agente derivatizante. Em seguida, a fibra
foi inserida na camara de permeacao para a extracao do analito por 15 min.
As diferentes concentragdes de acroleina usadas para a construgao da curva
de calibracdo foram obtidas através da variagcdo do fluxo de ar na camara de
permeacgao. O tempo de absorcao/exposicao da fibora de SPME na camara foi
de 15 minutos. O tubo de permeacéao foi mantido a temperatura de 30,0 £ 0,1°C
sob um fluxo constante do gas diluente (ar comprimido).

A concentracédo de acroleina de acordo com o fluxo do gas diluente foi

calculada conforme a equacéao:

C = (P xK)/F (equacgao 5)
Onde:

C = concentragao do gas
P = taxa de permeacao (ng/min)
K = constante molar (RT/ massa molar do gas)

F = fluxo do gas diluente (mL/min)

Para cada nivel de concentragcao do analito foram feitas triplicatas das

medidas de fluxo do gas diluente e das extragdes por SPME. A curva construida
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para analise de ar expirado foi a mesma utilizada para quantificagao de acroleina
no ar ambiente.

Para o célculo do LD e LQ as analises do branco o tubo de permeagao foi
retirado da cadmera de permeacgéao permitindo a passagem do fluxo de ar diluente
por 24 horas antes de efetuar as extragcbes. Foram realizadas 10 analises do
branco e os limites de deteccao e quantificacdo calculados conforme equacgao
3 e 4 descritas no item 2.11. Para analise da precisao intraensaio foram
analisadas 10 replicatas de concentragdo 120,7 pg/m3 no mesmo dia e para
avaliar a precisao intermediaria, 5 replicatas de concentragao de 120,7 pg/m?3

foram analisadas em dias diferentes.

4.9 - RESULTADOS E DISCUSSOES.

4.9.1- Planejamento fatorial 23

Com este estudo foi possivel escolher as melhores condigcdes de
derivatizacdo da amostra na fibra PA para realizagao das analises das amostras
reais.

A Tabela 11 mostra os dados da matriz de contraste construida para a
realizacdo do planejamento 23 a fim de se obter as melhores condigbes de
extracdo com derivatizagao na fibra por imersao na solugao derivatizante. As

analises foram realizadas com triplicata do ponto central.
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Tabela 11: Fatores do planejamento fatorial 23, com 11 experimentos.

Experimento Variavies Resposta

Tempo de  Temperatura Concentracdo  Area do pico
extragao de extragdo  do derivatizante

1 + + - 558579

2 - + - 1057126

3 + = - 332967

4 - - - 161725

5 + + + 951772

6 - + + 641831

7 + - + 1178207

8 - - + 1200427

9 0 0 0 466735

10 0 0 0 578489

11 0 0 0 167907

1- Tempo de extracdo: 5 min (-) e 15 min (+)
2- Temperatura de extragao: 63 °C (-) e 97 °C (+)

3- Concentragao de derivatizante: 0,02 mg/mL (-) e 0,13 mg/mL (+)

O grafico de Pareto mostrado na Figura 26 foi construido para verificar as

variaveis e os efeitos mais significativos para o método desenvolvido ao nivel

de 95% de confianca.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Vard
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Figura 26: Grafico de pareto para otimizagao de derivatizagao na fibra.

Observa-se pelo Grafico de Pareto que nenhuma das variaveis estudadas
foram significativas ao nivel de confianga de 95%. A escolha das variaveis se
deu pelos valores de area conforme descrito na Tabela 11. Observa-se que as
maiores areas foram obtidas nos pontos 2, 7 e 8 que correspondem a extragdes
com maior valor da concentragdo de derivatizante (0,13 mg/mL), menor tempo

de extragao (5 min) e menor temperatura (63 °C).

4.9.2 - Validagdo da metodologia

Os parametros de mérito linearidade, precisdo, limite de deteccido e

limite de quantificagao foram estudados para avaliar a qualidade analitica dos
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resultados gerados pelo método desenvolvido neste trabalho.

A Figura 27 mostra o cromatograma e o espectro de massas, obtidos nas
condigdes de derivatizacido e extracao descritas no item 4.7.

A curva de calibragao pelo método de permeacéo foi feita em cinco niveis
de concentragao, com triplicata para cada nivel. As concentragbes obtidas a
partir da variacao do fluxo na camara de permeacédo com extracdo de 15 min
foram: 94,110; 116,86; 141,92; 165,42; 205,10 ug/m3. O tempo de retencao
para o pico de acroleina foi de 17,18 minutos e a similaridade entre o espectro
de massas obtido era 0 mesmo obtido pelo padrdo do analito derivatizado em

solucdo.
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Figura 27: Cromatograma totais de ions (a) e espectro de massas (b) para
analise de acroleina-DNPH com derivatizacao na fibra.
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AFigura 28 apresenta a curva analitica (y = 978,78x + 2616,2) da acroleina-
DNPH obtida apds derivatizacdo na fibra. O coeficiente de determinacéao

encontrado para o método desenvolvido foi de 0,993.

250000
y=978,78x + 2616,2
200000 R?=0,993 :

8 150000
o
3

> 100000
&
'

50000

0

0 50 100 150 200 250
Concentracao de acroleina (pg/m?)

Figura 28: Curva de calibracao para solucao de acroleina-DNPH
com amostragem por SPME e analise por GC/MS.

A analise da homocedasticidade e heterocedasticidade dos resultados foi
realizada pelo Teste Brown-Forsytle’s. O teste confirmou que os valores sao
homocedasticos ao nivel de confiangca de 95%.

Os limites de detecgao (LD) e de quantificacdo (LQ) foram calculados
a partir de 10 medidas consecutivas do branco, através das equacgbes 3 e 4
respectivamente conforme recomendado pelo Guia Eurachem. Para a analise
de LD e LQ o tubo de permeacéo foi retirado da camara de permeacéao deixando-
se o ar diluente passar pela camara por um periodo de 48 horas para garantir
a retirada de todo o analito do sistema. Apds este periodo o ar diluente foi
coletado e analisado. O LD determinado foi 16,7 ug/m?, e o LQ foi 40,1 ug/m3. Os

resultados encontrados estdo altos quando comparados com a literatura ([36],
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[81]). Nao foi possivel trabalhar com concentragdes menores, pois a camara de
permeagao nao suporta um fluxo de gas diluente maior.

Jason, et. al [82] desenvolveram um método para analise de acroleina
em ar ambiente utilizando dansilhidrazina (DNSH) como agente derivatizante
e analise feita por HPLC. O método proposto apresentou limite de deteccao
de 0,24 ug/m? para a amostragem ativa de 30 minutos utilizando cartucho C18
para derivatizacdo da amostra. As coletas do ar foram realizadas no interior de
apartamentos e a concentragao de acroleina variou de 2,76 a 4,53 ug/m3.

A precisao do método foi avaliada através de teste de repetibilidade que
representa a concordancia entre medidas sucessivas de um mesmo método,
realizada sob as mesmas condi¢gbes com varias medigdes da mesma amostra.

Para analise da precisao intraensaio foram analisadas 10 replicatas de
concentragao 120,7 ug/m3. O coeficiente de variagéo (CV) (%) encontrado foi
de 7,1%. Para avaliar a precisao intermediaria, 5 replicatas de concentracao
de 120,7 pg/m?® foram analisadas em dias diferentes. O valor de CV encontrado
foi de 10,1%. Considerando a matriz complexa, conclui-se que este valor é

aceitavel pois é bem menor que 20%.

4.9.3 - Analise de acroleina no ar expirado de fumantes e ndo fumantes.

O método otimizado de extracao de acroleina com derivatizagcao na fibra e
analise por GC/MS foi aplicado em amostras reais de ar expirado de individuos
fumantes e ndo fumantes conforme descrito no item 4.6. A analise de ar expirado
de individuos nao fumantes apresentou uma média de 38,62 ug/m?* com variagao
de 19,48 a 80,56 ug/m* enquanto que para individuos fumantes a média foi de
59,83 ug/m3, variando de 26,85 a 91,22 pg/m3.

Na Tabela 12 esta representada as concentragdes (ug/m?) obtidas para

todas as amostras e a Figura 29 apresenta as distribui¢des destes resultados.
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Tabela 12: Concentracdo (ug/m?3) de acroleina em ar expirado de individuos

fumantes e nao fumantes.

Individuos Nao Fumantes (ug/m?) Fumantes (ug/m?)

1 43,64 91,22
2 19,48 60,50
3 25,29 76,02
4 23,56 62,20
5 80,56 26,85
6 48,77 58,33
7 23,26 43,70
8 51,13 °

9 31,93 °

e amostras ndo analisadas

100,0
80,0
60,0
40,0
20,0

0,0

B Nio Fumantes

(ng/m?3)

B Fumantes

Concentracao de acroleina

Individuos

Figura 29: Concentracao de acroleina em ar expirado de individuos fumantes e
nao fumantes.
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Observa-se pela Figura 29 que a concentragao de acroleina no ar expirado
dos individuos fumantes analisados foram em média mais elevadas. Estudando
estes resultados verificou-se que o tempo em que o individuo tinha fumado
até o momento de analise do ar expirado foi um fator que tinha que ser levado
em consideracao. As analises do ar expirado de individuos que haviam fumado
no prazo maximo de 30 minutos antes da coleta de ar, apresentaram maiores
valores de concentracéo de acroleina. A média da concentragao de acroleina no
ar expirado de individuos ndo fumantes foi menor.

Os resultados mostram que mesmo no ar expirado dos individuos nao
fumantes a concentracdo encontrada foi bastante elevada. Um fator considerado
relevante para esse estudo foi observado que para os individuos em que o
ar expirado foi coletado apdés almoco a concentracdo de acroleina foi maior
do que para os individuos onde o ar expirado foi coletado antes da refeicao
principal (almogo). Os individuos relataram o consumo de carne frita, ou outro
alimento gorduroso e estes alimentos podem ter contribuido para aumentar o
teor de acroleina encontrado. A alta concentragcdo de acroleina no ar expirado
do individuo nao fumante numero 5 (Figura 29) pode ser atribuida a exposicao
deste individuo através da manipulacédo da acroleina durante a execucao deste
trabalho.

Nao foram encontrados trabalhos de quantificacdo de compostos
carbonilicos em ar expirado de individuos apesar de serem compostos de
alto poder carcinogénico, irritantes de mucosas e terem relagdo com mal de
Alzheimer.[83]

Gilbert, et. al, [6] determinaram a concentragcdo de acroleina em
residéncias e concluiram que em residéncias com fumantes a concentragao
de acroleina (2,29 ug/m?) foi maior que a concentragao em residéncias que nao
apresentavam individuos fumantes (0,91 pg/m?).

O teste estatistico ANOVA foi aplicado aos resultados de ar expirado de
fumantes e nao fumantes para verificar se os valores sao iguais ou nao, ao nivel
de confianca de 95%. O teste mostrou que os valores da média da concentracdo

de acroleina em individuos fumantes e ndo fumantes sdo diferentes ao nivel
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de 95% de confianga. A Tabela 13 apresenta os valores de F e F_..r De

calculado

acordo com o teste ANOVA se F__ € maior que o valor de F_..os valores sdo

critico

diferentes ao nivel de 95% de confianca.

Tabela 13: Teste ANOVA

Fonte da variagcdo SQ gl MQ F., valor-P F_ico

Entre grupos 5,55063 1 5,565063 4,33093 0,05627 4,60011
Dentro dos grupos  17,94277 14 1,28163
Total 23,49340 15

O teste de Grubbs e de Dixon sao testes para verificar se algum valor é
outlier. Ambos os testes foram aplicados para verificar se o valor da concentragcao
do individuo ndo fumante numero 5 € outlier em relacdo aos demais valores
encontrados. Os testes mostraram que o valor encontrado nao é outlier,
concluindo que nao é possivel retirar este valor para os testes das médias.

Além disso, os individuos analisados trabalham nos laboratérios do
Departamento de Quimica, onde o teor de acroleina ambiental estava elevado,

isto é, todos os individuos analisados poderiam estar expostos a acroleina.
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4.9.4 - Analise de acroleina em ar ambiente interno e externo.

Apds a padronizagdo do método de permeacgao, o método validado para
determinacao de acroleina usando SPME com derivatizagao na fibra e analise
por GC/MS foi aplicado a analise de amostras reais de ar ambiente coletadas
de acordo com o procedimento descrito no item 4.8. A Tabela 14 mostra os
resultados obtidos para todas as amostras e a Figura 30 apresenta a distribui¢ao

desses resultados.

Tabela 14: Concentragao (ug/m?®) de acroleina em ar ambiente.

Ponto de amostragem Concentragéo (ug/m?)
1- Laboratério 97,52
2- Laboratorio 102,07
3- Laboratdrio 110,15
4- Cozinha 38,33
5- Cozinha 65,16
6- Estacionamento 206,01
7- Estacionamento 64,99
8- Estacionamento 131,65
9- Parque (regiao arborizada) nd*
10- Parque (regiao arborizada) nd*

* Nao detectado (abaixo do limite de detecgao)
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Concentracao de acroleina

Pontos de amostragem

Figura 30: Concentragao( pg/m?3) de acroleina em ar ambiente

A concentracdo média de acroleina no ambiente foi de 81,59 pg/m?3.
Todas as amostras analisadas apresentaram concentragdes acima do limite de
quantificacdo com excegao dos pontos 9 e 10 referente aos parques (regides
arborizadas). Como nessas localidades nao havia fluxo de carro era esperado
gque a concentragdo de acroleina fosse menor que o limite de deteccdo. As
maiores concentragdes registradas foram para os pontos 6 e 8 referentes aos
estacionamentos abertos. No periodo de coleta das amostras um intenso fluxo
de carro foi observado aumentando a concentragdo de acroleina, um analito
emitido pela queima de combustiveis.

O tipo de combustivel usado nos automéveis afeta a concentracéo de
acroleina emitida pelos veiculos ao meio ambiente. Em estudo realizado por
Corréa, et al. [31] a emissao de acroleina foi avaliada utilizando diferentes tipos
de combustiveis, diesel puro e biodiesel misturado em diesel nas proporcdes
BX onde X é a porcentagem de biodiesel em diesel: B2 B5, B10 e B20. A
concentracdo de acroleina foi maior quando se utiliza a mistura biodiesel B20
(20%) em diesel (80%).

Os pontos de 1 a 3 correspondem aos laboratérios quimicos de analise.
Os resultados encontrados nesses ambientes foram bastante relevantes e

justifica-se pela auséncia de ventilagdo adequada no local ocorrendo acumulo
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do analito no ar ambiente, pois havia manipulacdo do padrao de acroleina para
a execucao deste trabalho.

Os pontos 4 e 5 referem-se a cozinhas de restaurantes. As amostras foram
coletadas em horario de intensa movimentagdo da cozinha, ou seja, no horario
de almogo. Em ambos os ambientes foram observados o processo de fritura que
€ um procedimento de alta emissao de acroleina. Era de se esperar uma grande
concentragdo de acroleina nestes ambientes, porém como estes locais eram
bastante arejados as concentragdes determinadas ficaram abaixo dos valores
encontrados nos laboratorios.

Em trabalho realizado por Yasuhara, et. al, [41] a concentracdo de
acroleina foi determinada em uma cozinha de restaurante durante a fritura de
alimentos. O ar foi coletado proximo ao ventilador. Utilizando GC/NDP e técnica
de amostragem com impinger foram encontrados valores de acroleina variando
entre 0,25 a 2,96 pg/L de acordo com uma maior movimentagéo da cozinha no
preparo dos alimentos.

Estes resultados apontam para a necessidade de um estudo sistematico
que correlacione a concentragdo da acroleina em ar ambiente, com a
concentragao de acroleina em individuos expostos, para garantir que a acroleina
atue como um biomarcador de exposi¢cdo ocupacional.

Os resultados encontrados nos ambientes externos e internos estao

dentro do limite permitido pela NIOSH.

4.9.5 - Conclusao

Este estudo propdée um novo método de amostragem por microextragéo
em fase sélida com derivatizacdo na fibra para analise de ar expirado e ar
ambiente por GC/MS. O método de extragcao desenvolvido € simples, rapido
e de baixo custo. Para a validacdo do procedimento foi utilizado um sistema
de geragao de padrdes gasosos permitindo uma melhor simulagéo de coleta

no ar ambiente e ar expirado. O método validado apresentou boa linearidade,
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limite de detecgao e limite de quantificacdo e precisdo adequados, podendo
ser aplicado para analise de traco de acroleina em diferentes ambientes. As
analises efetuadas mostram que um estudo mais minucioso, com maior nimero
de individuos e de locais de coleta precisa ser efetuado para que se estabeleca

as condigoes que afetam a exposi¢ao do individuo a este analito.
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CAPITULO 5: Consideragées finais

5- Consideragoes finais

Com os dados deste trabalho pode-se concluir que:

Foi desenvolvida e validada metodologia para quantificacdo de
acroleina em alimentos, ar expirado e ar ambiente utilizando como
técnica de extracdo a microextracao por fase sélida (SPME). O método
otimizado foi adequado ao propdsito do trabalho, uma vez que todos
os parametros de desempenho estudados apresentaram valores

aceitaveis;

Para amostragem foram desenvolvidos dois processos de derivatizagao
utilizando 2,4-DNPH, sendo eles; derivatizacado na solucéo para analise
de alimento e derivatizagado na fibra para analise de ar expirado e
ar ambiente. A deriviatizagdo mostrou-se adequada permitindo uma
maior estabilidade térmica e quimica, além de aumentar a volatilidade

do analito.

O uso da ferramenta planejamento fatorial foi de grande importancia
para dar inicio a realiza¢ao do trabalho sendo utlizada para otimizar as
variaveis tempo de extragao, temperatura de extracdao, concentragao
salina e tempo de dessorg¢ao para analise em alimentos e para otimizar
o tempo e temperatura de extragcdo e concentragdo do derivatizante
na técnica de derivatizacdo na fibra para analise do ar ambiente e ar
expirado. O tempo de extracdo nao apresentou significancia ao nivel
de 95% de confianga, em nenhuma das técnicas estudadas permitindo

um menor tempo de analise.
Nos alimentos os baixos valores de limite de detecg¢ao e quantificagao

permitiram uma analise quantitativa de acroleina-DNPH menor que o

limite permitido pela FDA. Para a analise de ar expirado e ar ambiente
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o limite de deteccdo e quantificacdo encontrados foram elevados
quando comparados com a literatura por nao ter conseguido trabalhar

com fluxo alto de gas diluente na camara de permeacao.

Os resultados encontrados na batata frita mostraram que as batatas
fritas em dleo de soja apresentaram menor concentragdo de acroleina.
Para as batatas comerciais a batata palha foi a que apresentou menor
concentracdo de acroleina quando comparada com a batata chips e
a batata palito, respectivamente, devido a menor relacao superficie/

volume.

A quantificacdo de acroleina no ar expirado de individuo exposto a
concentragcdes de acroleina apresentou uma correlagao significativa
com a quantificacdo da acroleina no ar ambiente indicando que a
acroleina pode ser utilizada como um biomarcador de exposi¢cao

ocupacional.

O estudo comparativo realizado pelo Teste ANOVA demonstrou que
ha diferenca significativa entre os resultados da concentracao de
acroleina entre o grupo de fumantes e grupo de nédo fumantes, com

uma probabilidade de confianga de 95% (p<0,05).
A metodologia desenvolvida apresentou sensibilidade e confiabilidade

do método sugerindo a possibilidade e facilidade de analisar acroleina

em diferentes matrizes.
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