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RESUMO

Neste trabalho foi adaptada uma metodologia para análise de Benzo(a)pireno

(BaP) por cromatografia a gás acoplada à espectrômetro de massas (CG/EM) de

forma a aumentar a eficiência e praticidade em laboratório. A implementação da

metodologia adaptada reduz o consumo de solventes, tempo e mão de obra técnica

no Laboratório de Cromatografia Gasosa (CRO) para determinação de BaP. Também

foi validada a metodologia de análise de teor de ácido acético em vinagre de maçã

por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada ao Detector de Arranjo de

Diodos (CLAE-DAD). A validação da metodologia foi realizada em acordo com

portarias e guias da ANVISA e INMETRO para garantia de qualidade, rastreabilidade

e segurança aos produtos analisados no Laboratório de Cromatografia Líquida

(CRL).

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

O presente trabalho foi desenvolvido ao longo das 540 horas exigido pela

disciplina Estágio Supervisionado (QMC 5515), para conclusão do curso de Química

Tecnológica da Universidade Federal de Santa Catarina. O estágio foi realizado no

Laboratório de Cromatografia Líquida (CRL) e Laboratório de Cromatografia Gasosa

(CRO) na empresa Duas Rodas Industrial Ltda, em Jaraguá do Sul.

Metodologias cromatográficas exigem investimentos milionários por parte da

empresa para aquisição e manutenção dos equipamentos, semanas de treinamento

e meses de prática para capacitação de um profissional na área, ainda assim, é um

equipamento indispensável para indústrias alimentícias e farmacêuticas, com

aplicações em múltiplas áreas, desde a garantia de qualidade ao desenvolvimento

de produtos, tendo sido uma oportunidade única para meu desenvolvimento

profissional, acadêmico e pessoal.

Os projetos foram idealizados pelas analistas e coordenadores do setor de

Garantia de Qualidade devido às necessidades encontradas ao se analisar teor de

Benzo(a)pireno (BaP) em aromas de fumaça por Cromatografia a Gás acoplada à

Espectrômetro de Massas (CG/EM), assim como validar a metodologia para

determinação do teor de ácido acético em vinagre de maçã por Cromatografia

Líquida de Alta Eficiência acoplada ao Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD).

A análise atual de benzo(a)pireno em aromas de fumaça utilizada na empresa

exige tempo e um complexo preparo de amostra, sendo ele uma atividade manual e

demorada, logo foi adaptada uma metodologia para acelerar, simplificar e reduzir

custos da análise de benzo(a)pireno. Para tal, foram consultados artigos da literatura

sobre metodologia de detecção de HPA por CG/EM.

O ácido acético presente em vinagres contempla benefícios à saúde e é

essencial para o aroma e sabor do produto final, sua análise varia conforme o tipo

de vinagre (vinho, maçã, arroz) e matriz (em pó, mosto, líquido). Atualmente, na

Empresa existe uma metodologia empregada para análise de ácido acético em

vinagre de vinho por CLAE-DAD, no entanto é preciso validá-la para aplicação em

vinagre de maçã para garantir a segurança, rastreabilidade e qualidade do produto

conforme portarias estabelecidas pelo INMETRO e ANVISA.
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2. APRESENTAÇÃO DO LOCAL DE ESTÁGIO

A empresa Duas Rodas (Figura 1) é pioneira na extração de óleos essenciais,

fundada em 1925 por Hildegard e Rudolph Hufenüssler. Atualmente, conta com mais

de 2 mil colaboradores presentes em toda a América Latina, com 3 sedes no Brasil

(Jaraguá do Sul, São Paulo e Sergipe) e 4 sedes fora do Brasil (Argentina, Chile,

Colômbia e México). Possui sete unidades de produção, sete centros de pesquisa

aplicada e o Innovation Center, atendendo mais de 10 mil clientes com seu portfólio

de mais de 3 mil ingredientes, atendendo principalmente a Indústria de Alimentos e

Bebidas1.

A matriz da empresa é a unidade em Jaraguá do Sul, onde mais de mil

colaboradores trabalham em 3 turnos, mantendo a fábrica sempre funcionando.

Dentre o leque de produtos vendido a linha de sorvetina “Selecta”, um pó para

fabricação de sorvetes, deu destaque a empresa que hoje é líder nacional na

fabricação de produtos para sorvetes.

Para garantir a qualidade de seus produtos, a empresa faz análises para

diferentes fins. São recorrentes análises para assegurar a qualidade da matéria

prima dos fornecedores, investigar produtos da empresa extraídos no meio ou no fim

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

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

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

DESENVOLVIDO

3.1 Introdução à cromatografia

A cromatografia é um processo de separação e identificação dos

componentes em uma amostra. A amostra devidamente preparada é inserida no

início da coluna cromatográfica, que é recheada pela Fase Estacionária (FE), e será

carreados pela Fase Móvel (FM). A separação dos componentes da amostra ocorre

devido a adsorção dos mesmos pela FE, enquanto a FM elui em direção ao fim da

coluna, devido à diferença de afinidade entre os componentes, a FE e a FM, os

componentes chegam ao fim da coluna em tempos diferentes, esse processo é

conhecido como corrida cromatográfica. O tempo de um componente para chegar ao

fim da coluna é chamado de Tempo de Retenção (TR) e em análises realizadas de

forma ideal, o TR de cada componente deve ser distinto dos outros3.

O devido preparo de uma amostra para análises cromatográficas depende

das condições cromatográficas empregadas, matriz da amostra e componentes de

interesse. As características da coluna, FE e FM classificam o tipo de cromatografia,

como a cromatografia a gás (CG). Na CG temos a inserção da amostra pelo sistema

de injeção, um gás de arraste (a FM) elui a amostra ao longo da coluna

cromatográfica (FE), ao longo deste processo os componentes da amostra serão

separados até a chegada de cada um ao detector, que produzirá um sinal elétrico

para a leitura por meio eletrônico, criando assim o cromatograma. A coluna e o é

mantida dentro de um forno do qual pode passar de 300 oC durante a análise e de

350 oC para limpeza do equipamento. A temperatura do forno e o ritmo de

aquecimento são característicos de cada análise cromatográfica. O esquema 1

ilustra o funcionamento de um CG:
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Esquema 1: Funcionamento de um CG

Fonte: DCTech3

Outro exemplo de metodologia cromatográfica amplamente utilizada é a

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). O CLAE tem a amostra introduzida

no injetor, qual será eluída por uma ou mais soluções (FM) ao longo de uma coluna

cromatográfica recheada (FE), esta coluna pode ser trocado por colunas mais curtas

ou mais longas, de diferentes recheios, sendo cada característica de coluna

apropriada para separação dos componentes. As pressões no interior da coluna são

superiores a 600 bar para a análise. A temperatura da coluna pode ser controlada,

no entanto não se emprega um forno exclusivo para esta metodologia como na CG.

Ao fim da corrida cromatográfica, um detector analisa os componentes separados e

emite um sinal elétrico para tratamento de dados e leitura em um sistema eletrônico4.

A aplicação de pré-colunas e módulos pós-coluna para retenção de impurezas é

aplicado em razão das matrizes utilizadas e preparo de amostra. O Esquema 2

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

Fonte: DCTech5

A fim de melhorar as condições cromatográficas para análise de diferentes

substâncias, características cromatográficas como pressão e direção de fluxo na

coluna podem ser alteradas.

Os detectores ao fim da corrida cromatográfica possibilitam a determinação e

quantificação dos componentes individuais da amostra. A leitura do detector gera um

cromatograma, onde cada composto possui um pico cromatográfico conforme

exemplo de cromatograma na Figura 2.
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Figura 2: Exemplo de cromatograma.

Fonte: Heliagon6

Onde A, B e C são picos cromatográficos de diferentes componentes de uma

amostra e t1, t2 e t3 são os diferentes tR de cada componente. Fica clara a

característica de definição de um pico cromatográfico, onde um pico com base mais

fina (A e B) é considerada mais definida, enquanto que um pico com base larga (C)

é considerado menos definido. A definição do pico tem papel importante nas

análises cromatográficas, pois idealmente a área de cada pico deve indicar a

presença e quantidade de somente um composto, um pico menos definido aumenta

as chances de sobreposição como indicado no cromatograma em azul apresentado

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

Fonte: DCTech7

O cromatograma azul é pouco legível até mesmo com a aplicação de

softwares para determinação de área, pois há baixa segurança ao determinar qual

área corresponde a cada pico. Para solucionar isso, cada tipo de cromatografia

possui uma solução, por exemplo, para o CLAE, alterar a coluna para uma de

comprimento maior aumenta o tempo entre cada pico, utilizar soluções de solvente

orgânicos em maiores concentrações para FM, aumenta a definição de cada pico,

alterar as soluções utilizadas na FM pode trazer um cromatograma completamente

diferente. Para um CG, alterar a temperatura do forno aumenta a definição de cada

pico e alterar de injeção da amostra pode alterar completamente o cromatograma7.

Existe uma grande gama de detectores para múltiplas aplicações

quantitativas e qualitativas, no entanto para cada metodologia cromatográfica,

abaixo seguem alguns dos mais utilizados.

O Detector por ionização de chama (DIC) analisa os íons emitidos por uma

amostra gasosa após a mesma incidir sobre o bocal de chama do equipamento. O

sinal produzido por estes íons é amplificado, gerando um corrente, e lido pelo

detector. Este método é destrutivo para a amostra, no entanto produz um resultado

quantificável através dos métodos de normalização, padronização interna, método

de adições e padronização externa. A quantificação por método de adição compara
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a área do pico do composto de interesse com a área do pico de uma curva de

calibração previamente introduzida no equipamento.

A espectrometria de massas (EM) consiste em uma fonte de ionização para

transformar as moléculas da amostra incidente nos íons que a compõem. As fontes

ionizadoras mais utilizadas são a ionização por elétrons e a ionização química por

não fragmentarem tão intensamente as moléculas quanto às outras fontes. Para

detectar os íons gerados, o equipamento altera o campo eletromagnético no interior

do equipamento por um analisador quadrupolar, separando os íons formados em

suas respectivas razões massa/carga, quais serão detectadas no fim do

equipamento por um multiplicador de elétrons, que transforma o sinal iônico

incidente em corrente elétrica legível para a formação de um gráfico8.

O Detector por Arranjo de Diodos (DAD) é um método espectrofotométrico

que consiste em uma fonte de radiação na região do ultravioleta (UV), e outra na

região do visível, abrangendo comprimentos de onda de 260 a 750 nm. Amostras

podem ser analisadas pela forma como elas absorvem e emitem essa radiação,

produzindo um espectro característico de absorção/emissão. A vantagem de utilizar

o DAD está na leitura de múltiplos comprimentos de onda de cada componente e

selecionar o melhor comprimento de onda para quantificação dos componentes.

3.2. Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos e Benzo(A)Pireno na alimentação

humana

A humanidade emprega a cocção de alimentos por defumação a milhares de

anos, com objetivo de preservar o alimento e alterar suas propriedades sensoriais,

porém os processos de defumação de alimentos cresceram à larga escala somente

nos anos 1970, utilizando os mesmos métodos de oxidação de diferentes espécies

de madeira para obter a fumaça qual proporcionará as características desejadas9.

Mesmo seguindo todas as normas de segurança e higiene da indústria alimentícia,

essa forma de cocção ainda possui substâncias tóxicas e carcinogênicas produzidas

na fumaça que inevitavelmente são transferidas ao alimento, dentre eles os

Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos (HPA) compõe a família mais conhecida e

tóxica.
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Os HPA são uma família de mais de 100 compostos orgânicos formados por 2

ou mais anéis aromáticos, constituídos somente de carbono e hidrogênio conforme

as estruturas de HPAs comuns apresentadas na Figura 4. Mesmo em baixas

concentrações, estes compostos já foram provados como causadores de câncer em

seres humanos10-12 e sua concentração em alimentos depende da forma de cocção

empregada, natureza do alimento e teor de gordura13. A forma qual estamos mais

suscetíveis à exposição de HPA é através de alimentos defumados e grelhados, e

para sua detecção, analisamos o teor de Benzo(a)pireno (BaP) qual é um marcador

substituto para determinar a presença de outros HPA, ou seja, a presença de BaP

está correlacionada com a presença de outros HPA14. A estrutura molecular do BaP

também está presente na Figura 4.

Figura 4: Estrutura de HPAs

Fonte: NETO, J. O.15
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Em 2015, a Organização Mundial da Saúde (OMS) classificou carnes

processadas como grupo 1 de carcinogênicos, assim como tabaco e amianto16. De

forma a amenizar os efeitos nocivos do consumo de embutidos enquanto

preservando as qualidades defumadas de alimentos, são adicionados aromas

naturais de fumaça, pois a matriz pode ser facilmente analisada e controlar mais

facilmente a qualidade do produto final. A ANVISA qualifica o aroma de fumaça

como a água produzida do arraste a vapor do processo de pirólise de madeiras

duras ou o destilado do líquido produzido na queima17. A Comissão de

Regulamentos (CR) da Autoridade de Segurança Alimentar Europeia (EFSA) limita a

concentração máxima de BaP em 6 µg por Kg de alguns alimentos, enquanto que no

Brasil, a legislação determina que a concentração de BaP nos aromatizantes/aromas

de fumaça não pode superar 0,03 µg por Kg de alimento final e 0,7µg de

benzo(a)pireno por L de águas potáveis, implicando que não há uma concentração

máxima de BaP em aromas de fumaça legislada18-20. Diante disso, o controle do teor

de benzopirenos e outros hidrocarbonetos como benzofluorotenos, benzoantracenos

e benzofluorenos se tornou essencial para manter a saúde do consumidor17, 18, 20.

A metodologia para determinação de BaP usada atualmente na empresa

exige um excesso de solventes orgânicos e consome tempo útil do técnico. Por isso,

foi adaptada uma metodologia mais ágil e com menor gasto de solventes para

determinação de BaP por CG/EM.
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3.3. Vinagre, teor de Ácido Acético e suas utilidades

O vinagre é um condimento utilizado com objetivo de adicionar componentes

ácidos e amargos aos alimentos, assim como preservar carnes e vegetais quando

imersas na solução. Sua produção é praticada pela humanidade a milhares de anos,

tendo sido explorada de diferentes matérias primas ao longo dos séculos e

localidades refletindo a produção local. No Brasil, o vinagre mais comum e

consumido são os vinagres de álcool (80%), extraído da cana, e de vinho21.

Menos de 3% do vinagre produzido no Brasil é de maçã, no entanto, ele

confere características ácida, cítrica e doce ao alimento, assim como alta

concentração de vitaminas, antioxidantes e ácidos orgânicos que ajudam na

absorção de cálcio, regulação da glicose sanguínea, controle de pressão arterial e

incentivo de apetite21, 22. Todas essas propriedades são interessantes para indústrias

alimentícias, farmacêuticas e para exportação de seus produtos.

Vinagres são produzidos atualmente através de dois processos bioquímicos,

a fermentação alcoólica, executada por uma levedura do gênero Saccharomyces, e

a fermentação acética, executada por uma bactéria do gênero Acetobacter23. O

ácido acético, componente mais importante do vinagre, provém da oxidação do

álcool no processo de acetificação pelas bactérias durante a fermentação acética.

Devido a isso, vinagres sempre contém álcool dentro de um limite tolerável, caso

contrário às bactérias podem degradar o ácido acético produzido com prejuízo para

o produto final. A legislação brasileira estabelece em 1,0% v/v o teor alcoólico

máximo para o vinagre21.

Para garantir a qualidade do produto e de sua produção, foi validada a

metodologia de determinação de teor de ácido acético em vinagre de maçã por

CLAE-DAD.

3.4. Validação de metodologia e parâmetros para validação

A validação de metodologias por órgãos governamentais é uma forma de

garantir imparcialidade e eficiência na aplicação de metodologias analíticas a fim de

garantir qualidade, rastreabilidade e segurança aos clientes, empresas,

fornecedores e colaboradores. Para cada produto no mercado, alguma metodologia
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é aplicada de forma a assegurar ao consumidor final e empresas de que este é

idêntico a todos os outros de mesma marca e fabricante, seguro dentro de sua

aplicação e confiável24. Para a exportação de mercadorias, selos de qualidade são

imprescindíveis no mercado exterior, sendo uma forma imparcial e universal de

qualidade e segurança para consumidores e empresas independente de cultura e

padrões de qualidade em todo o mundo25. Para obtenção de selos, é necessária a

validação das metodologias analíticas de acordo com órgãos internacionais e

inspeções por agentes independentes.

Para validação de metodologia cromatográfica, foi utilizada a revisão dos

guias da ANVISA e INMETRO16, 26. De acordo com a literatura, a determinação dos

seguintes parâmetros para validação são essenciais:

● Seletividade garante que a resposta seja exclusivamente do analito de

interesse;

● Linearidade e faixa de aplicação estabelece a região onde a resposta do

detector é proporcional à concentração da substância na amostra;

● Precisão é a dispersão dos resultados independente da média e é dada

pelo desvio padrão e o coeficiente de variação;

● Exatidão é a concordância dos resultados obtidos com um resultado

informado como real;

● Limite de detecção e Limite de quantificação são respectivamente, os

limites mínimos de concentração detectados e quantificados pelo

equipamento;

● Robustez é o parâmetro que mede a variação de resultados do

equipamento após uma pequena variação deliberada.

Além destas características, foi determinado também o desvio padrão

agrupado e o coeficiente de variação agrupado. Esses parâmetros são indicados

para quando um grande número de análises similares (todas as amostras são

vinagre de maçã de concentração de ácido acético similar), porém baixo número de

repetição de cada amostra (análises realizadas em duplicata, ou de 3 a 5 vezes)27. O

desvio padrão agrupado, utiliza os resultados de múltiplas amostras analisadas com

um baixo número de repetições, nesse caso, ao invés de se encontrar uma média de
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todos os resultados e comparar cada resultado com a média, se determina a média

de cada amostra, e o desvio padrão de cada amostra. Com o desvio padrão de cada

amostra, obtemos o desvio padrão agrupado. A diferença entre fórmulas está

presente abaixo.

Equação 1: Desvio Padrão Equação 2: Desvio Padrão Agrupado
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Para um desvio padrão agrupado realizado em duplicata temos a diferença de

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

Equação 3: Desvio padrão agrupado para n=2

𝑠
𝑝

=
Σ(𝑥

𝑖,𝑗
−𝑥

𝑗
)

2

𝑛−1

Os resultados de desvio padrão podem ser agrupados para determinar o

desvio padrão relativo agrupado, da seguinte forma:

Equação 4: Desvio padrão relativo agrupado

𝑠
𝑟,𝑝

=  
Σ (𝑛

𝑖
− 1)𝑠

𝑟,𝑖
2

Σ(𝑛
𝑖
− 1)

O valor percentual do desvio padrão relativo agrupado é o coeficiente de

variação. Com os valores agrupados é possível determinar os parâmetros analíticos

com um grande grupo amostral realizado com baixas repetições.
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4.OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Este trabalho visa adaptar uma metodologia para determinação de

Benzo(a)pireno (BaP) por CG/EM de acordo com as necessidades estabelecidas

pela empresa, e validar a metodologia de determinação de ácido acético em vinagre

de maçã por CLAE-DAD de acordo com as agências reguladoras.

4.2 Objetivos específicos

4.2.1 Adaptação de Metodologia para Análise de Benzo(a)pireno em Aroma de

Fumaça por CG/EM

Realizar levantamento bibliográfico sobre os métodos de determinação de

Análise de Benzo(a)pireno em Aroma de Fumaça por CG/EM;

Adaptar a metodologia atualmente empregada à metodologia selecionada da

literatura;

Determinar a exatidão das metodologias usadas atualmente e a proposta

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

4.2.2 Validação de Metodologia de Determinação de Teor ácido acético em

Vinagre de Maçã por CLAE-DAD

Realizar a análise de amostras de lotes de vinagre de maçã produzidos na

empresa enviados para análise externa e comparar os resultados;

Levantar um grupo significativo de resultados de análises de amostras de

mesmo material, porém de diferentes lotes fabricados e analisados neste ano pela

empresa, para determinação de ácido acético em vinagre de maçã;

Determinar os parâmetros de seletividade, linearidade, faixa de aplicação,

precisão, exatidão, limite de detecção, limite de quantificação e robustez para

validação de uma metodologia cromatográfica de acordo com a ANVISA e

INMETRO16, 26;
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5.METODOLOGIA

5.1 Reagentes

Ciclohexano CLAE, diclorometano PA, n-hexano CLAE, metanol PA e

1-Propanol PA, foram fornecidos pela Merck, assim como o padrão analítico de BaP.

A água ultrapura utilizada foi obtida no laboratório em sistema Milli-Q. O hélio

utilizado na FM do CG e o nitrogênio foram fornecidos pela White Martins. Todas as

soluções para FM foram desgasificadas em banho ultrassônico antes do uso. As

amostras de aroma de fumaça foram extraídas do mesmo lote produzido em março

de 2021 e as amostras de vinagre de maçã foram extraídas de lotes produzidos ao

longo de 2021. A Solução de 1-propanol é composto de 15% de de 1-Propanol e

85% água e é produzida no laboratório. O sulfato de sódio e hidróxido de potássio foi

adquirido da Synth.

5.2 Equipamentos

Os Cartuchos Bond-Elut Plexa 200 mg (part number 12109610) foram

fornecidos pela Agilent e os filtros de Fluoreto de polivinilideno (PVDF) Whatman

Uniflo 0,22 µm foram fornecidos pela Sigma Aldrich. Foi usado o sistema Milli-Q

modelo IQ 7005 da Sigma Aldrich. Para banho ultrassônico foi usado Banho de

Ultrassom modelo SSBU 3,8L Bivolt fornecido pela 7Lab. Para a análise de BaP foi

utilizado um cromatógrafo a gás modelo 7820A da Agilent com espectrômetro de

massa modelo 5977B e coluna HP-5MS ultra inert, 30 m x 250 µm x 0,25 µm e um

CLAE modelo 1260 Infinity II com coluna Polaris 5 C-18 250x4,6 mm da Agilent para

análise de ácido acético.

5.3 Adaptação de Metodologia para Análise de Benzo(a)pireno em Aroma de

Fumaça por CG/EM

A metodologia empregada atualmente na Empresa começa com a

solubilização de 0,5 g de amostra de aroma de fumaça em 10,0 g de Solução de

1-propanol, filtração em papel filtro e Clean Up.
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Para a etapa de Clean Up, foi ativado um cartucho chromabond C18 de 3 mL

com 12 mL de Solução de 1-propanol (uma seringa de plástico foi utilizada para

realizar a pressão necessário para que a solução atravesse o cartucho), em seguida

o cartucho foi limpo com 12 mL de água ultrapura (UP) sem deixar que ele seque. A

amostra foi inserida no cartucho e eluída com 4 mL de Solução de 1-propanol,

realizando pressão com a seringa até o cartucho secar. O cartucho foi limpo com 2

mL de diclorometano e a amostra foi recolhida em frasco de 2 mL. Sulfato de sódio

foi aplicado em agitação até a transparência da solução, indicando absorção da

água e a amostra foi recolhida com o auxílio de uma pipeta de Pasteur para outro

frasco de 2 mL. Esta metodologia foi nomeada de Metodologia 1.

Para atender as demandas da Empresa foram consultadas metodologias da

literatura para análise de BaP e outros HPA por cromatografia a gás 28-31. Devido à

semelhança das metodologias, as etapas de preparo das amostras foram divididas

em pré-Clean Up e Clean Up:

● Pré-Clean Up: Pesagem da amostra e diluição, saponificação, separação

líquido-líquido.

● Clean Up: Múltiplas etapas de limpeza em coluna recheada, limpando a

coluna com diferentes solventes orgânicos, aplicando a amostra e

eluindo-a com solventes;

O artigo escolhido para ser replicado foi o de Simon28, qual visa um preparo

de amostra mais ágil, simples e barato enquanto mantendo a qualidade e segurança

do processo32, 33.

A metodologia de Simon foi nomeada de metodologia 2 e para reproduzi-la foi

pesado cerca de 10 g de amostra de aroma de fumaça em balão de fundo redondo e

aquecido a 90°C em refluxo com 3,2 g de hidróxido de potássio e 32 mL de metanol

por 30 minutos. Feito isso, as fases foram separadas em funil de separação com três

lavagens de 25 mL de ciclohexano e secagem da fase orgânica em filtro com sulfato

de sódio. O filtrado foi deixado secar em capela sob vazão de gás nitrogênio até

ebulição de todo o solvente, e foi adicionado 1 mL de ciclohexano ao produto final.

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

Chromabond e eluída com 7 mL de ciclohexano, seguida de evaporação do solvente
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em capela com fluxo de gás nitrogênio. A amostra foi reconstituída com 1 mL de

n-hexano e injetada no equipamento.

A metodologia de Simon reduz a etapa de Clean Up com a utilização de uma

saponificação, no entanto outros autores discordam da necessidade desta etapa28.

Sabendo disso, uma nova metodologia baseada em Simon sem a etapa de

saponificação foi adaptada com o interesse de reduzir gastos de solvente e tempo

de preparo. Essa metodologia adaptada foi nomeada de metodologia 3. Foi pesada

uma massa de 0,5 g de amostra de aroma de fumaça e diluída em 10,0 g de

Solução de 1-propanol (1-propanol:água/15:85), a solução foi filtrada em papel filtro

e o filtrado foi inserido em um cartucho Chromabond e eluído com 7 mL de

ciclohexano. A amostra foi deixada secar sob vazão de nitrogênio, o restante foi

reconstituído com 1 ml de n-hexano e injetado no equipamento.

As metodologias 1, 2 e 3 foram realizadas em triplicata. Uma curva de

calibração de BaP de 5 pontos foi realizada e o equipamento foi calibrado antes das

análises das metodologias. As condições cromatográficas utilizadas na metodologia

de Simon são similares às utilizadas na metodologia atual no laboratório, por isso

optou-se por manter as mesmas metodologias da metodologia atual. As condições

cromatográficas utilizadas no equipamento seguem abaixo:
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Tabela 1: Condições cromatográficas em CG/EM

Volume de injeção 1,5 µL

Temperatura do injetor 300 °C

Pressão 13,03 psi

Modo de injeção Splitless Pulsado

Pressão do Pulso de injeção 35 psi até 0,5 min

Fluxo de purga 100 mL/min por 1 min

Economizador de gás 30 mL/min após 3 min

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

Coluna HP-5MS ultra inert, 60 °C-325 °C(350 °C)
30 m x 250 µm x 0,25µm

Temperatura da linha referência 290 °C

Fase Móvel Hélio

Fator de Ganho 3

Solvent Delay 13,00 min

Íon quantificador 252,00 m/z

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

5.4 Validação de Metodologia de Determinação de Teor Ácido Acético em

Vinagre de Maçã por CLAE-DAD

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

maçã em balão volumétrico de 100 mL, o volume do balão foi completado com água

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

2 mL para a análise. Uma curva de calibração de 5 pontos foi feita com ácido acético

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

de vinagre de vinho pela AOAC34, as condições cromatográficas da metodologia

utilizada seguem abaixo:
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Tabela 2: Condições cromatográficas em CLAE

Coluna C18 250mm x 4,6mm

Fluxo 0,8mL/min

Volume de injeção 5µL

Temperatura não controlada

Tempo de análise 12 minutos

Fase móvel Tampão - Na2HPO4(0,2 M)/H3PO4(pH 2,4)

Modo Isocrático

Comprimento de Onda DAD 214 nm

Para a determinação dos parâmetros estatísticos, a seguinte estratégia foi

tomada:

A seletividade foi determinada pela comparação dos resultados do DAD à um

padrão de ácido acético, sendo considerada seletiva se o equipamento determinar

com mais de 98,0% de precisão as bandas características da amostra comparadas

ao padrão de calibração;

A linearidade e faixa de aplicação foram determinados pelos padrões de

calibração utilizados e pela leitura da curva de calibração do equipamento, qual

indica um coeficiente de correlação (R2) a cada calibração;

Para determinar a precisão, foram reunidas 62 análises realizadas em

quintuplicatas ao longo de 2021 com a metodologia a ser validada, determinando

desvio padrão agrupado e coeficiente de variação agrupado;

Para a determinação de exatidão, foi enviada uma amostra para um

laboratório independente. Esse resultado foi aceito como verdadeiro e duas

amostras foram analisadas, uma era a amostra do lote que foi enviada ao laboratório

independente, nomeada de amostra A, e a outra era a amostra de um lote contendo

o mesmo valor de ácido acético. Ambas foram preparadas e analisadas de acordo

com a metodologia a ser validada em quintuplicata.

Os limites de detecção e quantificação são obtidos a partir da precisão;

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

Os solventes orgânicos utilizados e soluções contendo solventes orgânicos

foram descartados em bombonas de plástico para serem descartados em aterros

especializados para solventes orgânicos, enquanto que soluções aquosas contendo

amostras foram descartadas na pia, para serem tratadas na estação de tratamento

de efluentes da empresa. Análises de qualidade de água foram realizadas

diariamente no setor de Garantia de Qualidade e ao menos 3 vezes ao dia na

estação para garantir que não houve impacto das soluções sobre a qualidade da

água. A porção amostral não utilizada foi separada em amostras sem componentes

tóxicos (como as amostras de vinagre de maçã), quais foram direcionadas à

adubagem, enquanto que as amostras com componentes indesejados (como o

aroma de fumaça) foram descartada para ser enterrada juntamente aos solventes

orgânicos.
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6. DISCUSSÃO DOS RESULTADOS OBTIDOS NO ESTÁGIO

6.1 Adaptação de Metodologia para Análise de Benzo(a)pireno em Aroma de

Fumaça por CG/EM

6.1.1 Tempo de análise e custo financeiro

As três metodologias diferem principalmente nos fatores de tempo de preparo

de amostra e gasto de solventes. Os custos de solventes, reagentes e descarte

foram informados pela gestão financeira da empresa. O custo de reagentes e

solventes leva em consideração somente o custo dos produtos químicos utilizados

no preparo de amostra, enquanto que o custo total adiciona o custo do descarte de

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

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

Tabela 3: Comparação de tempo de análise e custo de solventes pelas diferentes

metodologias

Metodologia Tempo por
amostra

Volume de solventes
e reagentes por

amostra

Custo de
reagentes e

solventes por
amostra

Custo total
por amostra

1 (metodologia
utilizada pela
Duas Rodas)

40 minutos 26 g de Solução de
1-propanol, 2 mL de

diclorometano

R$ 2,1488 R$ 3,2688

2 (Reprodução
da metodologia

de Simon)

65 minutos 32 mL de metanol, 83
mL de ciclohexano,
3,2 g de KOH, 1 mL

de n-hexano

R$25,5724 R$30,2124

3 (Metodologia
Adaptada)

5 minutos 10,0 g de Solução de
1-propanol, 8 mL de

ciclohexano

R$1,992 R$2,672

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

trabalha, qual é composta somente de 15% de 1-propanol e 85% de água, porém,

essa solução precisa ser descartada como resíduo orgânico, sendo aterrado com as

bombonas de solventes orgânicos, logo, em termos de tratamento de resíduo, essa
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porção é tratada como um solvente orgânico. O 1-propanol é pouco mais tóxico que

o etanol, no entanto consideravelmente menos tóxico que o metanol, pequenas

quantidades são produzidas no corpo humano tornando-o brandamente poluente, no

entanto ele é mais pesado que o ar e é extremamente inflamável, assim como o

solvente mais caro por litro comprado pela empresa35. O diclorometano por outro

lado é extremamente tóxico, sendo facilmente inalado e absorvido pela pele,

causando enxaqueca, náusea, fraqueza e em casos mais severos perda de

consciência, coma e morte36. Além disso, o diclorometano é metabolizado no corpo

lentamente em monóxido de carbono, o qual contempla um risco horas após a

exposição37.

A metodologia 2 possui o maior gasto de solventes, devido à etapa de

saponificação, esta torna o preparo de amostra mais robusto, aumentando o leque

de matrizes amostrais analisáveis por retirar interferentes, no entanto, a

saponificação consome mais solvente, mais tempo da análise e obtém maior

custo32.Outros autores não consideram esta etapa necessária para determinação e

BaP38. O metanol é altamente inflamável, causa cegueira com o consumo de menos

de 10 mL e é potencialmente fatal com o consumo de menos de 30 mL, sendo

recomendada uma exposição de no máximo 260 mg/m3 39. De acordo com a Ficha

de Informação de Segurança de Produto Químico da Braskem40 o ciclohexano é

inflamável e impõem riscos à saúde da vida marinha em baixas concentrações,

sendo um risco para a saúde humana caso contamine reservatórios.

A metodologia 3 por outro lado, utilizou a menor quantidade de solventes e

reagentes, produziu a menor quantidade de resíduos e consome o menor tempo

para preparo de amostra. Em razão disto, a metodologia 3 se mostrou mais eficiente.

6.1.2 Cromatogramas

O cromatograma abaixo apresenta os resultados mais representativos das

triplicatas das 3 metodologias empregadas, a reprodução do artigo de Simon

(metodologia 2, em preto) apresentou a linha base mais estável, enquanto que a

reprodução da metodologia utilizada pela Duas Rodas atualmente (metodologia 1,
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em roxo) e a metodologia adaptada (metodologia 3, em verde) tiveram uma variação

maior na linha base. O equipamento determinou que o pico em 14,34 min como BaP

com uma segurança de 62% quando comparado à base de dados do equipamento.

De acordo com outros trabalhos levantados28-31 o TR do BaP é de 14,3 min. A baixa

segurança do equipamento em afirmar este pico como BaP provém da interferência

do criseno (outro HPA) na amostra, qual possui uma razão carga massa do íon

qualificador de 250,00 idêntico ao BaP, no entanto, de acordo com o banco de dados

do equipamento, o criseno possui um sinal de massa carga de 128,00 maior que o

sinal de 250,00 enquanto que o BaP, conforme acusado pela leitura do padrão,

possui um sinal do íon 250,00 mais intenso. O pico em 14,34 min é o único pico

onde isso foi observado. Baseado nisso, este pico foi considerado como o pico de

BaP para determinação de concentração. Abaixo segue o cromatograma sobreposto

das metodologias 1,2 e 3.

Figura 5: Cromatogramas sobrepostos das metodologias 1, 2 e 3

A alteração da linha base pode causar um desvio de precisão para

determinação de concentração, assim como torna o processo de selecionar a área

do pico um processo mais manual. Algumas hipóteses foram levantadas sobre a

causa dessa variação:

O material da coluna, mesmo sendo estável à temperatura e inerte, ainda se

deteriora com o tempo, expansão e contração térmica sendo carregado com a fase

móvel. Isso causa uma elevação da linha base por mais matéria estar passando pelo
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detector do que entrou (no caso siloxanos, o material da coluna). Este efeito é

conhecido como “sangramento” da coluna41-43;

O cromatógrafo utiliza um detector de condutividade térmica, o qual compara

a condutividade térmica entre a linha contendo a amostra e uma linha contendo

somente o gás eluente. Este detector mede a concentração do gás de arraste na

linha. Grandes variações de temperatura pelo detector causam pequenas variações

de vazão, causando um aumento na expulsão da linha ao longo do tempo, elevando

a linha base44;

Por fim, a adsorção de componentes de alto ponto de ebulição pela FE na

coluna em análises anteriores, causa a elevação da linha base nas análises

seguintes, pois a liberação desses componentes causa uma vazão de saída maior

que a de entrada. Este fenômeno é conhecido como “contaminação”, e pode explicar

desde a elevação de linha base, até o aparecimento de picos interferentes41, 42.

As análises das metodologias 1 e 3 foram realizadas em sequência no

mesmo dia, ou seja, a metodologia 1 foi realizada em triplicata e em seguida a

triplicata da metodologia 3 foi analisada. No entanto, a metodologia 2 só pode ser

analisada no dia seguinte. A variação de linha base entre cada repetição de

metodologia foi imperceptível, diferentemente da variação entre análises. Todas as

metodologias foram testadas e após o procedimento de limpeza do equipamento,

que dura 1 hora a 350 oC. Conforme dito anteriormente, a robustez da etapa de

saponificação na metodologia 2 expande o leque de substâncias analisáveis por

retirar interferentes da amostra, uma possível causa da alteração de linha base pode

ser a presença de tais interferentes.

O equipamento encontra silanos nas moléculas com altos TR nas amostras

preparadas pelas 3 metodologias, mesmo que a linha base se altere somente na

metodologia 1 e 3. As condições cromatográficas para todas as análises foram as

mesmas em todas as metodologias, por isso foi desconsiderada a possibilidade de

sangramento da coluna.

De acordo com Simon, a necessidade de uma etapa de saponificação era

inconclusiva na literatura, pelo fato das diferentes matrizes amostrais acumularem

BaP em diferentes concentrações e à presença de compostos interferentes de

tempo de retenção similar ao BaP. A presença de HPA é testada em alimentos
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cárneos e óleos, ambos ricos em gorduras que solubilizam os HPA. O aroma de

fumaça é composto majoritariamente por água, que pode ser separada dos HPA

mais facilmente. Por causa disto, Simon atribui a estabilização da linha base à etapa

de saponificação.

6.1.3 Precisão e exatidão dos resultados

Para a determinação de precisão e exatidão das metodologias, foi

determinada a concentração de BaP nas amostras através da razão das áreas dos

picos. Estes estavam todos dentro da curva de calibração aplicada. A curva de

calibração obteve um R2 de 0,99999. Segue na tabela abaixo os resultados de BaP

pelas diferentes metodologias:

Tabela 4: Resultados de BaP pelas diferentes metodologias

Metodologia Média

(mL/Kg)-1

Desvio Padrão

(mL/Kg)-1

Coeficiente de

Variação

1 9,8291 0,1923 1,96%

2 0,3026 0,0016 0,52%

3 9,6369 0,1867 1,94%

Os resultados da metodologia 2, a reprodução do artigo de Simon, contém um

baixo teor de BaP devido aos longos processos de secagem do volume de solvente,

causando uma diminuição na concentração de BaP presente na amostra.

Os resultados das metodologias 1, metodologia da AOAC atualmente utilizada

pelo laboratório, e metodologia 3, a metodologia adaptada de Simon à metodologia

usada atualmente, possuem um valor de desvio padrão relativo aceitável para

determinação de contaminantes (entre 1 e 2%)26.

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

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

solventes mais brandos ao ambiente.

6.2 Validação de Metodologia de Determinação de Teor Ácido Acético em

Vinagre de Maçã por CLAE-DAD

6.2.1 Determinação de parâmetros analíticos

Para a validação da metodologia por CLAE-DAD para determinação do teor

de ácido acético em vinagre de maçã, duas amostras de ácido acético foram

selecionadas, nomeada de amostra A, que foi enviada para análise externa, e

amostra B, que teve uma concentração determinada pelo Laboratório de

Cromatografia Líquida igual ao da amostra A, e 62 análises foram realizadas (n=5)

segundo método oficial34 e os parâmetros analíticos foram avaliados.

Para determinação da seletividade do equipamento, foi usado o valor de

confiança do detector ao determinar o espectrograma do pico do ácido acético nas

62 amostras analisadas, comparando ao espectrograma da curva de calibração de

ácido acético, o resultado foi de 98,9 a 99,8% de segurança na leitura do detector.

Também não se constatou a eluição de nenhum outro composto no mesmo TR do

ácido acético em 4,47 min, o qual produziu um pico simétrico conforme o

cromatograma de ácido acético na figura 5. De acordo com a ANVISA16, essas

características comprovam a seletividade da metodologia;

Figura 6: Cromatograma de ácido acético

A aplicação da curva de calibração do equipamento produz um R2 para

determinar a confiança na faixa de aplicação e linearidade, conforme o gráfico da

curva de calibração de ácido acético na figura 6 abaixo.
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Figura 7: Curva de calibração de ácido acético

O R2 possui um valor de 0,99998, maior que o mínimo de 0,990 estabelecido

pela ANVISA16,26, determinando que as concentrações da curva são conhecidas e a

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

Seguindo o tratamento estatístico de dados, foi obtido um desvio padrão

agrupado de 0,092 g/100g e um coeficiente de variação de 1,78%, valor dentro do

limite de 1 e 2%26;

A análise independente identificou um total de 51400 ppm de ácido acético na

amostra, o que equivale a 5,14 g/100. As amostras A e B foram analisadas e seus

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

de maçã:

Tabela 5: Resultados de amostras de vinagre de maçã

Amostra Concentração média

(g/100g)

Desvio Padrão

(g/100g)

Coeficiente de

Variação relativo

A 5,177 0,136 2,62%

B 5,169 0,116 2,24%

Estes resultados abrangem o resultado teórico da análise externa, qual foi

considerado como verdadeiro, determinando que a análise é exata.
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Os limites de detecção e quantificação podem ser definidos de 3 formas,

através de método visual, relação do semi-ruído e pelo método baseado nos

parâmetros analíticos. O método baseado nos parâmetros analiticos é o mais

confiável e define os limites conforme26:

Equação 5: Limite de Detecção Equação 6: Limite de Quantificação

𝐿𝐷 = 3, 3× 𝑠
𝑆 𝐿𝑄 = 10× 𝑠

𝑆

Onde s é o desvio padrão da metodologia e S é o coeficiente angular da

curva de calibração (área x concentração). De acordo com a curva de calibração de

ácido acético, o coeficiente angular é igual a 20930,90 g e a curva de calibração

previamente definida é de 0,092. Com esses valores foi determinado LD igual a

0,000440 g/100g e LQ igual a 0,001319 g/100g, para metodologia ser validada, os

resultados de LD e LQ precisam estar abaixo da faixa de concentração de interesse;

Para determinar robustez, de acordo com a literatura26, a metodologia deve

manter sua precisão com uma variação de 0,1 unidades de pH da fase móvel. Essa

pequena variação foi observada em outubro de 2020, quando foi registrado uma

fase móvel tampão de pH 2,6 ao invés de 2,4. Com estes resultados, foi encontrado

um desvio padrão agrupado de 0,1048 e um coeficiente de variação relativo de

1,98%, como mostrado anteriormente, estes valores estão dentro do limite para

garantir precisão, logo a metodologia pode ser considerada robusta.

A variação de 5 oC na análise foi usada para provar a robustez, e a

temperatura foi alterada para 29 e 19 oC, realizando análises em triplicatas de uma

mesma amostra de concentração conhecida, no entanto, essa variação de

temperatura não causou mudança significativa nos resultados, por isso a variação

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

Por possuir a precisão dos resultados dentro dos limites pelas agências

competentes16, 26, simplicidade e economia, a metodologia adaptada, metodologia 3,

foi considerada a mais eficiente em termos de tempo técnico, volume de solventes,

custo e resíduos produzidos para determinação de concentração de BaP em

amostras de aroma de fumaça por CG/EM reduzindo o tempo de preparo de amostra

para 5 minutos por amostra.

A partir dos resultados obtidos ao longo de 2021 e a reprodução da

metodologia em amostras enviadas para análise externa, todos os parâmetros

análiticos foram determinados dentro dos limites permitidos pelas agências

reguladoras competentes16, 26. Com a conclusão do período de estágio, a

metodologia foi adicionada ao almanaque de metodologias do laboratório e ao

sistema SE Suit como metodologia proposta para determinação de ácido acético.
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8. CONTRIBUIÇÃO DO ESTÁGIO À FORMAÇÃO PROFISSIONAL

Através das experiências desenvolvidas no estágio, obtive um profundo

conhecimento prático de cromatografia, sistemas de informação, dados de empresas

e como organizar metodologias nesses sistemas.

Aprendi com profissionais experientes na área como desenvolver

metodologias analíticas para análises de múltiplas matrizes por diferentes métodos e

coloquei em prática trabalho em equipe e liderança.

Experimentei em primeira mão a realidade do controle de qualidade de uma

grande empresa, com todas as dificuldades e burocracia por trás das aplicações

laboratoriais no mercado, porém, com a ajuda de minhas colegas e supervisores,

superamos os obstáculos e crescemos profissional e pessoalmente.

A contribuição para meu desenvolvimento profissional não foi somente em

termos de crescimento pessoal e ganho de conhecimento, mas também na forma de

contratação pela empresa após o término do período do estágio. Agradeço

profundamente à Duas Rodas pelas oportunidades e por todos os colegas que

fizeram e fazem parte desta jornada.
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