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Resumo

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (“Policyclic Aromatic Hydrocarbons”™ PAHS) séo
um grupo de mais de 100 compostos organicos considerados contaminantes ambientais.
Atualmente, existem quatro PAHs classificados de contaminantes prioritarios pela Agencia de
Protecdo de Ambiente (EPA) devido ao seu caracter carcinogénico. Formam-se essencialmente
através de combustBes incompletas de matéria organica. Devido a sua distribuicdo pelo meio
ambiente e ao seu caracter lipofilico, podem facilmente contaminar os azeites virgens. Este
trabalho visa a implementacdo e validacdo de uma norma internacional a 1SO 15753:2016,
validada para a determinacdo dos PAHs em d4leos e gorduras e a posterior quantificacdo dos
PAHs em azeites virgens extra de 15 marcas diferentes de azeites recolhidos no mercado
portugués. Foi também analisada uma amostra de azeite proveniente de azeitonas que cresceram

num ambiente fortemente poluido.

Das 15 marcas de azeites recolhidas no mercado, nenhuma apresentou valores de PAHs
superiores aos valores legislados. Verificou-se também que a zona do Baixo-Alentejo foi a que

apresentou para o0 ano de 2017 os valores mais elevados de PAHSs.

Palavras-chave: azeite virgem, validagdo, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, PAHs,

contaminagao
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Abstract

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) are a group of more than 100 organic
compounds considered to be environmental contaminants. There are currently four PAHs classified
as priority contaminants by the Environmental Protection Agency (EPA) because of their
carcinogenic character. They are generated through incomplete combustion of organic matter. Due
to their environmental distribution and their lipophilic character, they can easily contaminate virgin
olive oils. This work aims to implement and validate an international standard 1ISO 15753: 2016 for
the determination of PAHSs in oils and fats and the subsequent quantification of PAHs in virgin olive
oils from 15 different brands collected in the Portuguese market. A sample of hon-commercialized
olive oil extracted from olives grown in a heavily polluted environment was also analyzed.

From the 15 brands of olive oils collected on the market, no one had PAH levels
exceeding the EU legal limits. It was also verified that the region of the Baixo-Alentejo was for the

year of 2017 the one that presented higher values of PAHSs.

Key-words: virgin olive oil, validation, polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs, contamination
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ENQUADRAMENTO DO TEMA E OBJECTIVOS

Os PAHSs pertencem a uma classe de compostos organicos caracterizados por terem dois
ou mais anéis aromaticos preenchidos por atomos de carbono ou hidrogénio.

A exposicéo aos PAHSs foi epidemiologicamente associada a um risco aumentado de cancro
na pele, pulmdes e sistema digestivo. Hoje em dia 16 PAHs sé&o classificados como poluentes
prioritarios pela Environmental Protection Agency (EPA) com base na sua ocorréncia e
carcinogenicidade. Para a populacdo em geral, as principais vias de exposicdo a estes compostos
sdo a alimentacdo e o ar inalado. Os PAHs entram na atmosfera originarios de uma grande
variedade de processos de combustao e pirélise (por exemplo, através de motores de combustéo,
producéo industrial e incéndios florestais) (Kim et al., 2013).

Foram detetados varios alimentos contaminados com PAHs, como sejam alguns vegetais,
peixes e Oleos e gorduras vegetais. Na maioria destes casos a contaminacdo provinha da
deposicdo atmosférica, no entanto, os PAHs nos alimentos podem também ter origem na forma
utilizada para os confecionar, como por exemplo, grelhar, tostar ou fumar. Segundo estudos
realizados no Reino Unido, o grupo de alimentos com contribuicdo mais elevada para a ingestéo
de PAHs foram o dos éleos e gorduras (50%), seguidos pelos cereais (30%) (Domingos & Nadal,
2015).

Sendo o azeite virgem obtido exclusivamente através de meios mecanicos e/ou fisicos, e
que por isso, mantem todas as caracteristicas benéficas do fruto que lhe deu origem é
considerado como um alimento com boas propriedades nutricionais e com efeitos benéficos para a
salde. No entanto, tanto as azeitonas como o azeite, estdo sujeitos a sofrer contaminagdes com
PAHs através da deposicao atmosférica. Seria inviavel para o consumidor que ao optar por
adquirir um lipido mais saudavel e benéfico para a saude como é o azeite virgem, este pudesse
estar contaminado com PAHs, compostos conhecidos por serem carcinogénicos e teratogénico.

Em Portugal, a produgdo de azeite praticamente duplicou nos Gltimos oito anos devido
sobretudo a modernizacéo dos olivais. Esta modernizacao deve-se em grande parte a substituicdo
do trabalho manual pela mecanizacdo com vista a diminuicdo dos custos de producao. No entanto,
a modernizacdo implica uma maior utilizacdo de motores a combustdo que consequentemente
libertam gases poluentes para os olivais nos quais se incluem os PAHs (Rodrigues-Acufia et al.,
2008).

Em 2011, com a entrada em vigor do regulamento (EU) n°835, de 19 de agosto de 2011,
sdo implementados para os 6leos e gorduras (nos quais se incluem os azeites virgens), limites
para a soma de quatro hidrocarbonetos: benzo(a)pireno, benz(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno e
criseno. A soma destes quatro hidrocarbonetos ndo devera ser superior a 10 pug/kg e o valor do
benzo(a)pireno que nao devera ser superior a 2 pug/kg.

O presente trabalho tem como principal objetivo determinar e quantificar estes quatro PAHs
em azeites virgens extra, comercializados no mercado portugués. Para se atingir este objetivo
sera previamente implementado e validado o método descrito na ISO 15753:2016, que foi
desenvolvido especificamente para realizar a determinacao dos PAHs em 6leos e gorduras de
origem animal e vegetal.
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1.1 O AZEITE VIRGEM

1.1.1 Aoliveira e 0 azeite na historia de Portugal e do Mundo

A origem da oliveira perde-se no tempo, a sua existéncia confunde-se com a expansao das
civilizacdes mediterraneas que durante séculos governaram o destino da humanidade e deixaram
a sua marca na cultura ocidental.

Foram encontrados fosseis de folhas de oliveira em depositos do Plioceno em Mongardino,
na ltalia e restos de oliveira fossilizados em estratos do Paleolitico Superior, no norte da Africa.
Foram também descobertos pedagos de oliveiras em escavacdes do periodo calcolitico e da Idade
do Bronze em Espanha. A existéncia da oliveira remonta, portanto, ao décimo segundo milénio AC
(International Olive Council, 2016).

Segundo alguns autores, a oliveira selvagem sera originaria da Asia Menor onde é
extremamente abundante e cresce em florestas espessas. Parece ter-se espalhado da Siria para
a Grécia através da Anatolia. Existem outras hipoteses que apontam a sua origem para o baixo
Egito, Nubia, Etiépia, as montanhas do Atlas ou certas areas da Europa. Caruso, por essa razao,
acreditava que a oliveira era indigena de toda a bacia do Mediterraneo e considerava que a Asia

Menor teria sido o berco da oliveira cultivada ha cerca de seis milénios atras (Guimaréaes, 1991).

Com a descoberta da América (1492), a cultura da oliveira espalhou-se além de seus limites
mediterraneos. As primeiras oliveiras foram transportadas de Sevilha para as indias Ocidentais e
mais tarde para o continente americano. Em 1560 foram plantados os primeiros olivais no México,
depois no Peru, na Califérnia, no Chile e na Argentina onde uma das arvores trazidas durante a

Conquista, a velha oliveira de Arauco, sobrevive até hoje (International Olive Council, 2016).

Em Portugal, os vestigios da presenca da oliveira datam da idade do bronze. Os Romanos e
mais tarde os visigodos e os Arabes, que na Peninsula Ibérica vieram encontrar a oliveira,
desempenharam um papel muito importante no desenvolvimento e prosperidade da cultura
(Guimarées, 1991).

Durante os tempos de guerra em que as fronteiras mudavam frequentemente, os registos
da época mostraram que a cultura da oliveira no tinha ainda muita expresséo. E apenas quando
a paz é mais duradoura a partir do reinado de D. Jodo | que esta cultura revela novamente a

pujanca que teve em outros tempos (Guimardes, 1991).

1.1.2 Importancia econdmica do azeite em Portugale = no Mundo

Sendo uma mercadoria de troca, o azeite desempenhou e continua a desempenhar um
papel importante no mercado mundial dos dleos vegetais. Apesar de se constituir como uma

pequena parcela dos 6leos vegetais comestiveis mundiais (menos de 3,5 %), tem dominado o
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mercado dos Oleos vegetais durante séculos nos paises da bacia mediterranica. Estes paises
representam cerca de 98% da producdo mundial de azeite e azeitonas de mesa. Os fatores
agronémicos e climaticos caracteristicos desta regido propiciam as condi¢cdes necessarias para o
desenvolvimento de um sector tdo importante como o do azeite (Vassilis, 2006). Ao longo dos
tempos, o consumo mundial seguiu um caminho paralelo ao da producdo mundial, mas com

flutuacdes menos acentuadas (Barjol, 2013).

Na Unido Europeia (EU), a produgdo de azeite € muito importante para o sector agricola,
principalmente para Espanha, Italia, Grécia, Portugal, Franca, Chipre, Eslovénia e Malta (Pagliuca
& Scarpato, 2014).

De acordo com os dados provisérios para a campanha de 2016/2017, a producédo de azeite
na Unido Europeia representara 73% da producao mundial. Cerca de dois ter¢cos da producao
europeia é trocada entre fronteiras (dentro e fora da EU). Espanha continua a ser o maior produtor
mundial (44% da producao) e também ao nivel europeu (52% da producdo). Italia continua a ser o
maior comprador de azeite, com 57% das importacdes totais da UE e o segundo maior produtor
europeu com 20% da producao europeia. Portugal € ao nivel europeu 4 maior produtor, ficando e

8¢ ao nivel mundial (International Olive Council, 2016).

Os maiores mercados importadores sédo: EUA, Brasil, Japdo, Australia, Rissia e China. Os
maiores consumidores dentro da EU sdo também os maiores produtores, Espanha, Italia, Grécia.
O perfil de consumo difere com os paises. Por exemplo, na Grécia e em Itdlia a categoria mais
consumida é o azeite virgem extra. Em Espanha apenas 50% do consumo é de azeite virgem
extra. No entanto, a tendéncia geral € o aumento do consumo do azeite virgem extra em

detrimento das outras categorias (Pagliuca & Scarpato, 2014).

Em Portugal, temos presenciado nos ultimos anos a recuperacdo da producdo apés o
acentuado decréscimo verificado a partir da década de 60 até finais da década de 80. Passamos
de producgdes na ordem das 90.000 toneladas (anos 50) para valores médios de 35.000 toneladas,
nos anos 80. Na Figura 1.1 pode observar-se a evolugdo muito positiva na producdo de azeite
desde a campanha de 2006/2007 até a campanha de 2014/15, que praticamente duplicou em

menos de 10 anos (Zacarias, 2015a).
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Figura 1.1- Evolucao da producao portuguesa de azeite desde a campanha de 2006/2007
até aos dias de hoje (adaptado de Zacarias, 2015a).

Segundo o SIAZ (2017), estima-se que a producao nacional de azeite tenha atingido as 75,2

mil toneladas na campanha 2016-2017.

Este volume traduz um decréscimo de cerca 31% relativamente a producdo da campanha
de 2015-2016, que foi a mais elevada dos ultimos 100 anos (109,1 mil toneladas). Este forte
acréscimo na producdo de 2016-2017, resultou essencialmente, da entrada em producao de
novos olivais, em regime intensivo e superintensivo e com variedades de oliveiras mais produtivas.
No entanto, o decréscimo da producgéo registado na campanha de 2016-2017 representa apenas

uma quebra na ordem dos 2% relativamente a média dos ultimos 6 anos (SIAZ, 2017).

O decréscimo na producdo desta campanha resulta essencialmente das condicfes
metereolégicas adversas registadas e de ser um ano de contrassafra, o que originou menos
quantidade de azeitona produzida, atraso na maturacdo e quebra do rendimento obtido (SIAZ,
2017).

A regido Alentejo passou a representar cerca de 75% da producdo nacional de azeite
(Figura 1.2). A média de rendimento mais alto registou- se na regiao Norte (16%), sendo também
a regido com menor diminuicdo do volume de azeite produzido face a campanha anterior (SIAZ,
2017).
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Figura 1.2- Percentagem azeite extraido em cada regido na campanha de 2016-2017
(adaptado de SIAZ, 2017).

1.1.3 Principais Processos Tecnoldgicos de Extracao de Azeite Virgem

Chama-se processo de extracdo do azeite virgem ao conjunto de operacées mecanicas
elou fisicas, que tendo como matéria-prima exclusivamente as azeitonas, conduzem a separacao
da fracdo oleosa do resto dos seus constituintes. Esta fragdo devido a sua precedéncia e forma de
obtencgdo constitui-se como um sumo extraido de azeitona, 0 qual conserva as caracteristicas
préprias do fruto (Alba et al., 2008).

A primeira operacao para realizar a extracdo do azeite é a colheita da azeitona. A colheita
pode ser feita de forma manual ou mecéanica, no entanto, devido a modernizacdo dos olivais é
cada vez menos frequente a colheita manual. A azeitona devera ser colhida diretamente da arvore
em perfeito estado fitossanitario e no estado de maturacao adequado. Apés a rececao da azeitona
no lagar esta deve ser de imediato limpa de folhas, ramos e pedras e posteriormente lavada
(Hernandez & Gamez, 2004).

O processo que ocorre de seguida € a moenda. Este processo visa triturar as azeitonas
para destruir a estrutura de todos os tecidos vegetais que a formam. Este processo destroi as
membranas celulares deixando livre as goticulas de azeite que se vao agrupando entre si
formando gotas de tamanho variavel. Em seguida, a pasta de azeitona obtida vai ser batida num
equipamento designado de termobatedeira, com a finalidade de promover a coalescéncia das
goticulas de azeite em gotas de maiores dimensdes facilitando posteriormente a separacao entre
a fase oleosa e a fase aquosa. Tendo em conta que a viscosidade do azeite varia com a
temperatura, é normal efetuar esta operacao a temperatura superiores a temperatura ambiente, no
entanto, o aquecimento da massa ndo deve ultrapassar os 25 °C, visto que a elevagéo excessiva

da temperatura provoca alteracdes prejudiciais na qualidade do azeite (Barranco et al., 2001).



Quantificagé@o por HPLC de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em azeites presentes no mercado Portugués

ApOs a massa estar convenientemente batida vai proceder-se a extragdo propriamente dita,
ou seja, a separacao entre a fase solida (bagaco) e a fase liquida (azeite e 4guas de vegetacao).
Esta operacéo pode ser feita de trés formas diferentes: prensagem, centrifugacéo e percolagdo ou
filtracdo selectiva. A grande maioria dos lagares faz a separacdo por centrifugacdo, sendo a
prensagem e a percolacao técnicas menos usadas.

A centrifugacdo é feita num decantador centrifugo horizontal (“decanter”) que é constituido
essencialmente por um rotor cilindrico giratério. A centrifugacéo visa a separagdo das trés fases
da pasta de azeitona por accao da forca centrifuga, em que os soélidos aderem a parte interior do
cilindro e os liquidos ficam centrados na zona interior do cilindro. Existem dois tipos de sistemas
de centrifugacao: trés fases (em que se separa o bagaco, a agua de vegetacéo e o azeite) e duas
fases (em que se separa apenas 0 azeite dos outros dois componentes agua de vegetacdo e
bagaco, que saem em conjunto da centrifuga) (Barranco et al., 2001). Nesta fase o azeite que se

obtém contém ainda uma quantidade consideravel de humidade e impurezas.

A Ultima operacdo a realizar consiste na separacao liquido/liquido que visa separar por
completo duas fases liquidas, ou seja, visa limpar o azeite de uma quantidade residual de dguas
de vegetacdo que ficam emulsionadas no azeite durante a operagéo de centrifugacdo no decante
(Hernandez, 2004). A figura 1.3 apresenta de uma forma esquematizada as principais etapas a

realizar no processamento tecnolégico dos azeites virgens com extracao a duas fases.
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Figura 1.3 — Principais etapas do processamento tecnoldgico do azeite virgem extraido em duas
fases (adaptado de Barranco et al., 2001).
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1.1.4 Principais Categorias de Azeite

De acordo com o regulamento (CE) n°1234/2007 de 22 de outubro de 2007, as categorias

existentes no mercado e disponiveis ao consumidor final sdo as seguintes:

Azeites Virgens — Azeites obtidos a partir do fruto da oliveira unicamente por processos
mecéanicos ou outros processos fisicos, em condi¢cdes que ndo alterem o azeite e que ndo tenham
sofrido outros tratamentos além da lavagem, da decantacdo, da centrifugagdo e da filtragdo, com
excluséo dos azeites obtidos com solventes, com adjuvantes de acg¢édo quimica ou bioquimica ou

por processos de reesterificacdo e qualquer mistura com 6leos de outra natureza.

Os Azeites virgens sao classificados e denominados do seguinte modo:

a) Azeite virgem extra — Azeite virgem com uma acidez livre, expressa em acido oleico, ndo
superior a 0,8 g por 100 g e com as outras caracteristicas conformes com as previstas para esta
categoria.

b) Azeite virgem — Azeite virgem com uma acidez livre, expressa em acido oleico, ndo superior

a 2 g por 100 g e com as outras caracteristicas conformes com as previstas para esta categoria.
Existe ainda uma outra categoria disponivel no mercado para o consumidor final:

Azeite — composto por azeite refinado e azeite virgem - Azeite obtido por loteamento de
azeite refinado e de azeite virgem, com exclusdo do azeite lampante, com uma acidez livre,
expressa em acido oleico, ndo superior a 1 g por 100 g e com as outras caracteristicas conformes

com as previstas para esta categoria.”

Existem depois outras categorias de azeite e 6leos de bagaco que ndo estdo disponiveis
para o consumidor final. Destinam-se apenas a serem comercializadas e transformadas por
empresas do sector. Estas categorias dizem respeito aos azeites virgens lampantes, aos azeites
refinados e aos Oleos extraidos dos residuos produzidos nos lagares, ou seja, extraido
guimicamente a partir de bagago de azeitona. Como estes tipos de azeite e 6leos de bagago ndo

estdo incluidos no ambito deste trabalho, ndo seré desenvolvida esta temética.

1.1.5 Azeites com Denominacgdes de Origem Protegida  em Portugal (DOP)

De forma a fazer sobressair a qualidade e tradicdo nos produtos agricolas, a Unido
Europeia criou um esquema de certificacées associadas a alguns produtos alimentares no qual
inclui o azeite e que permitem garantir ao consumidor de que determinados produtos sao
originarios de determinada regido e/ou produzidos de forma tradicional. A certificacdo destes
produtos da a garantia ao consumidor de que um determinado alimento foi mesmo produzido de
forma genuina e de que ndo se trata de uma imitacdo de um produto que goza de uma boa

reputacdo de qualidade (Comisséo Europeia, 2017).
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De acordo com o regulamento da Comissdo n°1151/2012, entende-se por “Denominac¢éo de
Origem” uma denominagédo que identifique um produto como originario de um local ou regido, cuja
qualidade ou caracteristica se devam essencialmente a um meio geografico, incluido os seus
fatores naturais e humanos e cujas fases de producdo tenham todas lugar na area geografica
delimitada.

Em Portugal existem seis denominac¢des de origem protegida para os azeites virgens (Figura 1.4):
- DOP -Azeites de Tras-os-Montes;

- DOP - Azeites da Beira Interior (Azeites da Beira Alta e da Beira Baixa)

- DOP — Azeites do Ribatejo

- DOP — Azeites do Norte Alentejano

- DOP — Azeites do Alentejo Interior

- DOP — Azeites de Moura

Figura 1.4- Localizacdo geogréficas das diferentes DOP: DOP Tras-os-Montes (1); DOP Beira
Interior (2); DOP Ribatejo (3); DOP Norte Alentejano (4); DOP Alentejo Interior (5) e DOP Moura
(6) (adaptado de Casa do Azeite, 2016)
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1.1.6 Importancia nutricional do azeite virgem

O azeite é a principal fonte de gordura na dieta mediterranica. A dieta do sul da Europa
caracteriza-se por ser mais rica em acidos gordos monoinsaturados (MUFA) e mais pobre em
acidos gordos saturados (SFA), em comparacao com a dieta do norte da Europa (Roche, 2000).
Além disso o azeite contém importantes antioxidantes que constituem uma defesa contra as acdes
nocivas de compostos quimicos que estéo envolvidos no envelhecimento e no desenvolvimento de

doencas neurodegenerativas (Ferreira et al., 2015).

Sendo a dieta mediterranica rica em azeite, demonstrou-se que este alimento ajuda a
diminuir os riscos de doencas cardiovasculares, nomeadamente através, da melhoria do pefrfil
lipidico, melhoria da pressao arterial, da diminuicdo disfuncdo do endotélio, da diminuicdo do
stress oxidativo e da melhoria do perfil antitrobolitico. Alguns destes beneficios podem ser
atribuidos aos compostos menores existentes no azeite. Tem sido demonstrado que 0os compostos
fendlicos lipofilicos (tocoferdis) presentes no azeite tém propriedades anti-inflamatérias e
antioxidantes, o que previne a oxidacéo lipidica e melhora o perfil sanguineo dos lipidos (Huang &
Bauer, 2008).

Outros estudos demonstraram que uma dieta rica em acidos gordos monoinsaturados pode
ser protetora contra os agentes de envelhecimento e da doenca de Alzeimer. Demonstrou-se que
uma dieta tendo como principal fonte de gordura o azeite, conduz a um envelhecimento mais
saudavel e a um aumento de longevidade. Em paises em que ao nivel nutricional o azeite € a
principal fonte de gordura (tais como Espanha, Itdlia ou Grécia), as taxas de doencas oncoldgicas
sdo menores quando comparadas com as dos paises Noérdicos. Os resultados ao nivel celular
demonstraram a potencialidade do azeite como agente protetor contra o cancro (Lépez-Miranda,
2010). Por exemplo, Di Francesco e colaboradores (2015), demonstram que o0 azeite virgem ou 0s
seus compostos fendlicos, tém um efeito modelador da expressao do gene CB1l através de
mecanismos epigenético, tanto in vitro como in vivo e podem fornecer uma nova terapéutica para

0 tratamento e/ou prevencgéo do cancro do coldn.

O estudo desenvolvido por Ferreira e colaboradores (2015), demonstrou também que o
azeite tem um efeito benéfico na doenca degenerativa de Huntington, nomeadamente, através da
reducdo do stress oxidativo das células e da estimulacdo dos mecanismos neuroprotetores da

doenca.

Segundo um estudo realizado em 2016 por Banks e seus colaboradores, o azeite diminui a
inducédo da formagédo de tumores no colon causados por benzo-a-pirenos (BaP), promovendo a
rapida desintoxicagdo do organismo do benzo-a-pireno, através da diminuicdo dos seus
metabolitos organicos e também diminui a extensdo de danos do DNA nos tecidos do célon e do

figado.
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1.2. Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos

1.2.1 Constituicao

Os hidrocarbonetos arométicos policiclicos sdo uma familia com mais de 100 compostos
organicos, conhecidos por serem mutagénicos e carcinogénicos. Sao contaminantes organicos de
caracter lipofilico constituidos por dois ou mais anéis aromaticos. Os PAHs que contém até quatro
anéis aromaticos ligados sédo conhecidos por serem os PAHs leves e os que contém mais de
guatro anéis sdo conhecidos por serem os PAHs pesados. Os PAHs pesados sdo conhecidos por

serem mais estaveis e por isso mais téxicos (Wenzl et al., 2006).

Devido ao seu caracter altamente lipofilico, os PAHs tendem a acumular-se na cadeia
alimentar. Sao misciveis em solventes organicos sendo que a sua solubilidade em agua diminui
por cada anel adicionado a sua estrutura (Kim et al., 2013). Em geral, os PAHs leves sdo mais
volateis e existem principalmente na fase gasosa da atmosfera. Os PAHs com quatro ou mais
aneis aromaticos sao pouco volateis e, como tal, ocorrem maioritariamente adsorvidos as

particulas de p6 (Kameda, 2011).

Os PAHs possuem espectros de absorgcdo de UV muito caracteristicos visto que como cada
anel tem um espectro de UV Unico, cada isbmero exibe um espectro de absorcao Gnico. A maioria
dos PAHs também séo fluorescentes emitindo em comprimentos de onda muito caracteristicos
quando sdo excitados. Isto é particularmente Gtil na identificacdo de PAHs com detetores de
fluorescéncia (Kim et al., 2013). A tabela 1.1 apresenta os PAHs que sdo mais comuns
aparecerem nos alimentos e que sado considerados também os mais prejudiciais. Junto ao nome
de cada PAHs estd também indicada a sua féormula e estrutura quimica. Atualmente, existem 16
PAHSs classificados de contaminantes prioritarios pela Agéncia de Protecdo de Ambiente (EPA)

com base na sua ocorréncia e carcinogenicidade (Teixeira, 2007).

13



Quantificagé@o por HPLC de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em azeites presentes no mercado Portugués

1.2.2 Toxicidade

Os metabolitos reativos de alguns PAHs constituem-se como o principal problema para a
salide devido ao seu potencial para se ligarem a proteinas celulares e ao DNA, com efeitos
téxicos, resultando em quebra de moléculas e lesGes ao nivel celular que podem conduzir a
malformagdes no desenvolvimento fetal e a origem de tumores e cancro (Kim at al., 2013). Os

fatores de equivaléncia toxicas para cada um dos PAHs encontram-se na tabela 1.1.

Segundo os mesmos autores, os estudos realizados pelo Centro para a Satde Infantil dos
EUA demonstraram que a exposicdo a poluicdo por PAHs durante a gravidez esta relacionada
com problemas ao nascimento, nomeadamente, ao baixo peso a nascenca, ao nascimento
prematuro e a atrasos no desenvolvimento fetal. A exposi¢do pré-natal a PAHs esta também
associada a criangas com baixo Ql, com o aumento de problemas comportamentais e asma (Kim
at al., 2013).

Numerosos estudos epidemiol6gicos e toxicolégicos indicam existir uma forte relacédo
entre a exposicdo a PAHs e o aumento da incidéncia de cancro (Ewa & Danuta, 2017). Por
exemplo, um estudo epidemiologico realizado por White et al. em 2016, demonstrou que a
exposicdo aos PAHSs, especialmente aos que sdo produzidos no interior das casas, pode aumentar

entre 30% a 50% a incidéncia de cancro da mama.

Outros estudos atribuem ainda o aumento das doengas sanguineas com a exposi¢cao aos

PAHs, como por exemplo, 0 aumento da anemia em criancas (Kamal, 2015).

Alguns dos efeitos adversos causados pela exposicdo aos PAHs a curto e longo prazo

estdo descritos na Figura 1.5.

Hidrocarbonetos Alifaticos
Policiclicos

Efeitos a Curto Prazo Efeitos a Longo Prazo

] I
| | ] I ] ]

Irritacdo Vomitos Cancro da pele, - .

da pele e e Inflamacdo pulm3o, bexiga Da?nlflca o DNA, MutacGes

dos olhos e figado, rins e genéticas, danos
nauseas provoca celulares e

gastroinstestinal
doengas

cardiopulmunares

cataratas

Figura 1.5 — Efeitos a curto e longo prazo causados pela exposi¢do a PAHs (adaptado de Kim et
al., 2013).
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Tabela 1.1 - Lista dos PAHs que se encontram mais frequentemente nos alimentos
(adaptado de Bansal & Kim, 2015).

Ordem

10

11

12

13

14

15

16

PAH

Naftaleno

Fluoreno

Antraceno

Fenantreno

Fluoranteno

Pireno

Benzo(a)antraceno

Criseno

Benzo(a)pireno

Benzo(b)fluoranteno

Benzo(e)pireno

Benzo[j]fluoranthene

Benzo(k)fluoranteno

Dibenzo(a,h)antrace

no

Indo(123-cd)pireno

Dibenzo(aL)pireno

Fator de

equivaléncia toxica

0,001

0,001

0,01

0,001

0,001

0,001

0,1

0,001

0,1

0,01

0,1

Formula

CioHs

C13Hio

CuHio

CuHio

Ci6Hio

Ci6Hio

CisHn2

CisHn2

C20H12

C20H12

C20H12

C20H12

C20H12

C2Hu

Cx2Hn2

CauHu

Estrutura
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1.2.3 Enquadramento legal

Devido a sua distribuicdo pelo ambiente e devido também ao caracter lipofilico dos PAHSs,
0s azeites podem facilmente ser contaminados com estes compostos. Durante a refinacdo dos
azeites, estes compostos podem ser facilmente eliminados, no entanto, como a refinacdo néao é
permitida nos azeites virgens, quando existe uma contaminacédo por PAHs de um azeite virgem,
este ja ndo podera ser consumido diretamente e tem de ser previamente refinado perdendo-se
assim a grande maioria dos beneficios para a saude relacionados com o consumo de azeite
virgem (Rodrigues-Acufia et al., 2008).

Na Unido Europeia até ao ano de 2005 ndo existia nenhum limite legal nem nenhuma
legislacéo referente aos limites os PAHs em Oleos vegetais e existiam apenas recomendacgoes.
Em 2005, a Directiva 2005/10/CE da Comissdo de 4 de fevereiro, estabelece os métodos de
amostragem e de andlise para o controlo oficial do teor de benzo(a)pireno (BaP) nos géneros
alimenticios. Em 2006, o Regulamento (CE) n°1881/2006 de 19 de dezembro, fixa os teores
maximos de certos contaminantes presentes nos géneros alimenticios, entre os quais o do benzo-
a-pireno (BaP) com um valor maximo de 2 pg/kg para Oleos e gorduras vegetais. O limite
estabelecido foi unicamente para o BaP porque segundo um parecer cientifico do antigo Comité
Cientifico da Alimentacdo Humana (CCAH), o BaP poderia ser utlizado como marcador
relativamente a ocorréncia e aos efeitos cancerigenos dos PAHs nos alimentos. No entanto, de
acordo com o regulamento (EU) n° 835 de 19 de agosto de 2011, o mesmo Comité recomenda em
2002, a Comisséo Europeia que se continue a estudar a proporcéo relativa dos outros PAHs em

relacdo ao benzo(a)pireno no sentido de se rever a sua adequabilidade como marcador.

Na sequéncia dessa recomendacdo a Comissdo Europeia solicitou aos seus estados
membros que investigassem os limites seguros para os outros PAHs que eram claramente
carcinogénicos e que aportassem dados para poderem ser estudados (Recomendagédo
2005/108/CE da Comissdo). A Comissao solicitou entdo a Autoridade Europeia de Seguranca
Alimentar (AESA) um parecer tendo em conta as novas informac¢fes adquiridas sobre os PAHSs.
Nesse parecer em junho de 2008, a AESA concluiu que o benzo(a)pireno ndo era um marcador
adequado para a ocorréncia dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos nos alimentos e que um
sistema de quatro substancias especificas (PAHs4) ou de oito substancias especificas (PAHs8)
representariam os indicadores mais adequados dos PAHs nos alimentos. A AESA também
concluiu que um sistema de oito substancias (PAHs8) ndo representaria um grande valor

acrescentado em compara¢do com um sistema de quatro substancias (PAHs4)(EFSA, 2008).

Assim, em 2011, com a implementacéo do regulamento (EU) n°835/2011 de 19 de agosto,
sdo estabelecidos também limites para a soma do benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno,
benzo(b)fluoranteno e criseno, a qual ndo devera ser superior a 10 pug/kg, para além do limite que

ja tinha sido estabelecido para 0 BaP (Bansal & Kim 2015).
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O primeiro método a ser implementado para a determinacdo de BAP em alimentos era
baseado na absorcdo na regido do ultravioleta de um extrato que seria previamente purificado por

cromatografia em camada fina e que foi publicado nos anos 70 (Wenzel, 2006).

Em 2006, surge o método normalizado 1SO 15753:2006 que permite a determinacdo de 15

PAHs considerados prioritarios por serem cancerigenos em 6leos e gorduras.

Em 2016, a norma ISO 15753:2006 foi revista e substituida pela norma ISO 15753:2016. As
alteracdes introduzidas foram essencialmente na redacdo do texto, ndo tendo sido introduzidas

guaisquer alteragdes técnicas.

1.2.4. Principais fontes de PAHs

A ocorréncia destes compostos no ambiente € devida tanto a origem antropogénica (por
exemplo, gases de motores de combustao, refinarias petroliferas, combustao de lixos, incéndios
de origem humana, fumo de tabaco, etc) como também de origem natural (erupg¢des vulcanicas e
incéndios florestais de origem ndo humana). Os PAHs podem também ter origem no
processamento industrial dos alimentos (torrefacdo de grdos, fumagem, etc) ou através da sua

confeccao (grelhar, torrar, etc) (Bansal & Kim, 2015).

Contaminacdo ambiental

As fontes naturais e antropogénicas de PAHs no ambiente sdo inUmeras. Os PAHs sao
formados e libertados durante combustdes incompletas ou através da pirélise de matéria organica
durante os processamentos industriais e outras atividades humanas. Os PAHs também sé&o

formados em processos naturais, tais como a carbonizag¢édo (Comisséo Europeia, 2002).

A grande maioria dos PAHs forma-se quando a matéria organica arde a temperaturas na
ordem dos 500-700°C. Os PAHSs provenientes das combustdes podem depositar-se nas cinzas e

moverem-se ao longos de largas distancias através das cinzas (Wenzl et al., 2006).

Estes compostos sdo emitidos a partir de diversas fontes de contaminacdo ambiental, tais
como, o0 processamento de carvdo, extracdo de petréleo bruto e gas natural, a produgdo de
aluminio, ferro e acgo, aquecimento em cozinhas termoelétricas e residéncias (petroleo, gas,
carvao-fired fogdes, fogbes a lenha), combustdo de lixo, incéndios, incluindo fogueiras, escape

dos veiculos automoéveis (Darain et al., 2013).

Os PAHSs, especialmente os de maior massa molecular, entram no ambiente através da
atmosfera e sdo adsorvidos em particulas de poeira. A hidrosfera e litosfera sdo afetadas
secundariamente pela deposicdo humida e seca. Os solos, aguas superficiais, precipitacdes e
sedimentos podem ser contaminados por PAHs, devido a precipitacdo atmosférica, ao esgoto
urbano e a deposigdo de esgotos e certos residuos, como 6leo ou por derrames de combustiveis
(EFSA, 2008).
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Os PAHs por serem compostos lipofilicos tem fraca solubilidade em agua e, como tal, ndo
se vao acumular nos tecidos vegetais com alto teor de agua. Assim sendo, a transferéncia de
PAHs para os vegetais através do solo contaminado via sistema radicular sera limitado. Como a
adsorcao de PAHSs para a fragcdo organica do solo é forte, estes ndo penetram profundamente no
solo e, portanto, a lixiviacdo para aguas subterraneas e absorcdo pelas plantas € baixa (Comissao
Europeia, 2002).

A contaminacdo de alimentos como frutos e vegetais via ambiental faz-se essencialmente
através da deposicdo e acumulagdo de particulas de pé atmosférico (figura 1.6) nas quais se
encontram ligados os PAHs pesados (EFSA, 2008).

Estacionarias

o ,
Fontes Pirogénicas >

4 U

Figura 1.6- Principais fontes de contaminagcdo ambiental por PAHs (adaptado de Kamal et al.,
2015).

Contaminacéo dos alimentos através da confecdo e processamento tecnolégico

O processamento tecnoldgico dos alimentos € outras das fontes de PAHs na alimentacgéo.

Segundo Jahncke e Herman (2001), o processo de fumagem tradicional de alimentos como
carnes, peixes e queijos, pode originar niveis elevados de contaminacdo por PAHSs.
Posteriormente, Houesson et al. (2007), estudaram também o processo de torrefagcdo de grdo de
café e concluiram que os niveis altos de PAHs encontrados nos grédos parecem resultar da

transformacéo dos PAHs leves em PAHSs pesados.

Outro processo industrial conhecido por originar valores elevados de contaminacdo do
produto final € a secagem do bagaco de azeitona. Para se poder efetuar a extragdo do 6leo de
bagaco, primeiro tem que se efetuar uma secagem para reduzir drasticamente a humidade do

bagaco. Essa secagem ¢é realizada através da utilizacdo de fumos de combustdo, o que
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consequentemente contamina o bagaco seco, e posteriormente o 6leo que se vai extrair
(Rodrigues-Acuia et al., 2008).

Outro grande contributo para a acumulacdo dos PAHs no organismo também é da
responsabilidade do homem e advém da forma de como se cozinham os alimentos (grelhar, tostar
e fritar). A eficacia desta via para a acumulacdo de PAHs por estas formas depende de muitos
fatores, como sejam, o tipo de fonte de calor, a distancia ao aquecimento ou tipo de combustivel
utilizado para produzir o calor. Pode mesmo dizer-se que o processo de confe¢cdo desempenha
um papel fundamental na formacéo dos PAHs, os quais tendem a aumentar ainda mais com a
alteragdo dos nutrientes originais (como por exemplo as proteinas e os hidratos de carbono)
(Bansal & Kim, 2015).

1.2.5. Principais fontes de contaminacdo por PAHs e  m azeites virgens

Devido ao caracter lipofilico dos PAHSs, os 6leos e gorduras sdo uma das principais fontes

destes contaminantes através da alimentacgéo.

Na natureza, os azeites virgens sao livres de PAHs e a sua contaminacao geralmente faz-se
pela via atmosférica nos olivais que Ihe deram origem, logo, o nivel de contaminacéo do azeite ira
refletir o nivel da contaminacdo atmosférica do olival (Garbi et al., 2017). Deste modo, no azeite
virgem a principal via de contacto sera a poluicdo da atmosfera circundante visto que a matéria-
prima néo é sujeita a qualquer processo de combustdo (Rodriguez-Acuia et al., 2008).

Em 2008, Rodriguez-Acufia et al. realizaram um estudo com o objetivo de identificar as
fontes de contaminagéo durante a extracdo dos azeites virgens. Foram estudados fatores como a
poluicdo ambiental durante o crescimento das azeitonas (no terreno), a contaminacdo durante a
colheita, durante o processamento tecnoldgico e a contaminacdo ambiental dentro do lagar. Foi
demonstrado que azeites virgens extraidos em lagares com elevados niveis de gases de
combustdo apresentavam valores de PAHs elevados. Estudaram-se em particular azeites de dois
lagares em que, um estava junto a uma fabrica de extracéo de 6leos de bagaco de azeitona, e 0
outro usava carogo de azeitona como material de combustao para produzir vapor de agua (que
entrava no funcionamento da caldeira para aquecer o lagar). Em ambos os casos, o ambiente
fortemente poluido teve origem na combustao de bagacgo seco e de carogo seco, respetivamente.
Também os azeites virgens provenientes de azeitonas que tinham sido processadas nesses
lagares e tinham sido contaminadas com gases de combustdo apresentavam niveis elevados de
PAHs (Rodriguez-Acuiia et al., 2008).

Os mesmos autores compararam ainda azeites provenientes de azeitonas colhidas
mecanicamente com azeites provenientes de azeitonas colhidas manualmente, e concluiram que,
a exposicao aos gases provenientes dos motores € a mais importante fonte de contaminagdo da
pelicula da azeitona. E fundamental fazer um bom planeamento da colheita mecanica para evitar

ao maximo a exposicao das azeitonas aos gases de combustao (Rodriguez-Acufia et al., 2008).
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1.3 VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO

A validagcao de um método analitico € uma etapa fundamental para a garantia da qualidade
analitica de um resultado. Através da validagdo possibilita-se a confirmacgdo através de exame e
demonstracdo de evidéncias objetivas, de que os requisitos especificos para um determinado uso
pretendido sao atendidos. Devem sempre ser utilizados de preferéncia métodos publicados em

normas internacionais ou nacionais e que estejam atualizados (NP EN ISO/IEC 17025, 2007).

A validacdo do método que se pretende utilizar € fundamental, visto que, sendo o objetivo
da validacéo verificar que o método € apropriado ao seu uso, é também a forma de verificar se os
resultados sédo ou ndo confiaveis. Quando é solicitado a um laboratério uma determinada analise
presume-se que este tem um grau de conhecimento adequado do resultado e que os clientes
podem confiar nesse resultado. O cliente espera ser capaz de confiar nos resultados emitidos e
geralmente s6 os questiona quando surge uma divergéncia entre as partes envolvidas (Morillas et
al., 2016).

No presente trabalho pretende-se realizar a implementacdo e validacdo de um método
normalizado, como tal, ndo é necesséaria a determinagdo de alguns parametros que seriam
obrigatorios efetuar para a validagao se o método nao fosse normalizado. Esses parametros sédo
0s seguintes (DOQ-CGCRE-008, 2010):

- Seletividade;

- Gama de trabalho;

- Linearidade;

- Comparacéo de métodos;

- Robustez;

- Comparacédo da precisdo entre métodos;

No entanto, € fundamental demonstrar que o laboratério tem condigbes para realizar a
determinagéo que pretende, dentro das condi¢Bes especificadas no método antes de o implantar,
sendo assim ha alguns parametros de validagdo que sdo obrigatérios sempre que se valida um
método mesmo que este seja normalizado (DOQ-CGCRE-008, 2010).

Apresentam-se de seguida e de uma forma muito reduzida, um resumo sobre os pardmetros
que se vao determinar para validar a implementacdo da 15753:2016 e a forma como estes devem
ser calculados.
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1.3.1 Limiares Analiticos

Quando se pretende realizar ensaios a analitos presentes em quantidades muito pequenas
nas amostras, ou seja, em quantidades vestigiais, € importante saber qual € a concentragdo mais
baixa do analito que pode ser detetada com um determinado grau de confianca pelo método e
também a concentracao mais baixa que pode ser quantificada, com um certo grau de confianca
(Morillas et al., 2016).

Limite de detecao

O limite de detecéo (LD) é segundo a ISO 13530:2009, o teor minimo ou concentracdo de
um analito na amostra que pode ser distinguido do zero ou do branco com um determinado grau

de confianga.

Segundo a Relacre (2000), é o teor minimo medido, a partir do qual é possivel detetar a
presenca do analito com uma certeza estatistica razoavel. Este limiar ndo é um valor de
quantificacao, visto que apenas corresponde a mais pequena quantidade do analito a analisar que
pode ser detetado numa amostra. Um valor inferior ao limite de detecéo nédo significa a auséncia
deste mesmo analito, apenas se afirma que, com uma probabilidade definida a concentracdo ou

valor do analito é inferior a determinado valor.

Segundo o OGCO002 (2011), ha varias formas de estimar o limite de detegcdo de um método

analitico:

1) a partir de uma série de ensaios com um branco representativo (ou um padréo de baixa
concentracdo, caso o branco nado tenha flutuacao significativa) e calculando a respetiva média e

desvio-padrao; recomenda-se que sejam usados brancos independentes.
Em termos quantitativos o limite de detecao (.p) é dado por:
LD= Xpi +3,3So
sendo,
Sg 0 desvio padréo dos brancos, calculado sem os respetivos outliers

Xp @ média dos valores dos brancos.

2) experimentalmente, a partir da razdo sinal/ruido instrumental:

LD = (yo + 3,3 Syp)/declive
sendo,

Yo € 0 valor médio do sinal/ruido

Syo € 0 desvio padréo do sinal/ruido
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3) teoricamente, a partir da estatistica de minimos quadraticos da recta de calibragdo, admitindo-
se que o desvio-padrdo da estimativa (Sy/x) representa o desvio-padrdo do branco (OGCO002,
2001):

LD = 3,3 Sy/declive

Sendo,

s0 = Sy/x = V(yteérico — yexprimental)?/(n — 2)

Limite de Quantificacdo

O limite de quantificacdo (LQ) representa a concentracdo/valor de analito mais pequena que

pode ser quantificada com uma determinada exatidao (1ISO13530, 2009).

Deste modo, na prética deve usar-se o LQ como inicio da zona em que se reportam valores
numéricos (OGC002, 2011).

Quantitativamente, o LQ pode ser estimado por:
Sendo, LQ= Xyi +10S0
So 0 desvio padréo de 10 determinagdes.

Xpia média de 10 determinacdes.

Teoricamente a partir da estatistica de minimos quadraticos da recta de calibracao.

LQ = 10Sy/declive

A atualizacéo dos limiares analiticos (limite de detecgédo e limite de quantificacéo) devera ser
efetuada sempre que ocorram alteracBes de fatores com influéncia, como por exemplo, mudanca
de analista, alteracdo de reagentes ou equipamento, entre outros, ou sempre que se elabora uma
nova curva de calibracdo e se utiliza os dados da mesma para o célculo dos limiares (Relacre,
2000).

1.3.2 Exatiddo do método

Qualquer analise quimica esta sujeita a erro, pelo que, € essencial por um lado minimiza-lo
€ por outro, controlar a sua ocorréncia. Torna-se, entdo, necessario avaliar a sua exatiddo através

da veracidade/justeza dos resultados.
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Veracidade/ Justeza

A veracidade de um ensaio € uma medida da proximidade de um ndmero infinito de
resultados (produzidos com um determinado método) a um valor de referéncia. Como ndo é
possivel realizar determinac¢des infinitas, ndo se determina realmente a veracidade, mas sim uma
avaliacdo pratica da veracidade que diz respeito ao erro (Morillas et al, 2016). Para a avaliacdo da
veracidade podem ser utilizados Materiais de Referéncia Certificados (MRC) ou amostras de
Ensaios de Comparacéo Interlaboratorial (ECI) ou caso estes ndo estejam disponiveis pode ainda
realizar-se a comparacdo de resultados usando diferentes métodos. A veracidade pode ser

determinada através do erro relativo ou através da avaliacdo do desempenho.

Avaliacdo do erro relativo (Er)

A avaliacdo do erro relativo (Er) destina-se a avaliar a veracidade/justeza de um resultado e

pode ser calculada da seguinte forma:

XIab— xv

Er = x100

\"

em que:
Xiap - valor obtido pelo laboratério

Xy - valor aceite como verdadeiro, quer seja o valor do MRC, ou o estabelecido no ECI, como valor
médio.

O erro relativo exprime a componente de erros sistematicos. Normalmente é aceitavel o erro
sistematico ser inferior ou igual a 5%, no entanto, cabe ao laboratério decidir o seu critério de
aceitacdo do erro relativo, que normalmente deve ser estabelecido de acordo com dados

bibliograficos (Relacre, 2000).

Avaliacdo do desempenho

Outra forma de avaliar a veracidade é através da avaliacdo do desempenho obtido pelo
laboratério quer na participacdo em ensaios interlaboratoriais quer na andlise de MRC e é
realizada pelo célculo do Z-score, através da seguinte formula:

23



Quantificagé@o por HPLC de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em azeites presentes no mercado Portugués

Xlab—xv

Z =

[

em que:

Xab - Valor obtido pelo laboratério

Xy - valor aceite como verdadeiro, quer seja o valor do MRC, ou o estabelecido no ECI, como valor
médio.

s - unidade de desvio, que pode ser o desvio-padrdao do MRC, ou o desvio-padrdo da média dos

laboratérios no ECI, ou ainda a incerteza de X,,

A avaliacéo de z é feita segundo a seguinte escala de pontuacéo:

0 -1 ou] -2 0U 2 -3ou:

K Aceitave /k Questionave A Insatisfatério )

1.3.3. Precisao/ Fidelidade

A precisao é o termo geral que pretende avaliar a dispersdo dos resultados entre ensaios
independentes, repetidos sobre a mesma amostra, amostras semelhantes ou padrbes, em
condicdes definidas. A precisao visa determinar a existéncia de erro aleatdrios.

A dispersdo dos resultados é normalmente avaliada por duas medidas extremas:
repetibilidade e a reprodutibilidade. Entre estas duas medidas existe uma situagéo intermédia que
se designa por precisdo intermédia (Relacre, 2000).

Repetibilidade

A repetibilidade exprime a precisdo do método nas seguintes condi¢des:
* Mesmo procedimento de ensaio;
* Mesmo analista;
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* Mesmo equipamento e reagentes e usados sob mesmas condi¢fes;
» Mesmo local (laboratério)
» Repeticdes no menor espaco de tempo possivel, sempre que possivel no mesmo dia.

A repetibilidade é avaliada através do limite de repetibilidade (r) e do coeficiente de variacao
da repetibilidade (CV%)

Limite de repetibilidade (r)

A partir do desvio-padrdo dos resultados dos ensaios sob condicdo de repetibilidade é
aconselhavel calcular o limite de repetibilidade (r). Este parametro capacita o analista a decidir se
a diferenca entre andlises realizadas em duplicado é significante. O limite de repetibilidade (r) é

dado por:

r=2,8x,/82

em que: r € o limite de repetibilidade e Sn é o desvio padrédo da repetibilidade associados a

resultados obtidos.

Na pratica aceitam-se os resultados de duas determinagfes efetuadas em condi¢des de

repetibilidade se
| Xi-Xiq [T

sendo: Xi e X;.; sdo os resultados do duplicados obtidos.

Coeficiente de Variacdo da Repetibilidade

O Coeficiente de Variagcdo da Repetibilidade (CVr) para cada gama de trabalho é dado por:

SRi

(f)) x 100

CVR=<

Sendo: sg; desvio padrédo da repetibilidade
X € a média das repeticdes efetuadas

Precisdo intermédia
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A precisdo intermédia €, de acordo com a ISO 5725-3(1993), a precisdo determinada sobre
a mesma amostra ou padrdo, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratoério, mas com

algumas condices a variar, tais como:
« diferentes analistas;
- diferentes equipamentos e reagentes;
« diferentes tempos, diferentes dias.

Esta medida de precisdo representa a variabilidade dos resultados em condi¢es reais num
laboratério. Na maioria dos casos, o valor de precisdo intermédia é fungdo do nivel de
concentragcao do ensaio e obtida a partir dos resultados obtidos, apés eliminacdo dos resultados
outliers. A visualizacéo gréafica dos valores € muito Util para os identificar. A forma mais Gtil de usar
esta ferramenta no laboratério é através do controlo dos duplicados com cartas de controlo de
amplitudes relativas de duplicados. Estas cartas sdo preparadas com base nos resultados da
analise de 25-30 amostras em condicBes de precisao intermédia. Depois com estes resultados
vamos determinar a média das amplitudes relativas entre duplicados e definir uma carta de

controlo com limites inferiores e superiores de aviso e de controlo (Relacre, 1998).
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PARTE EXPRIMENTAL
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A parte experimental deste trabalho foi realizada no Laboratorio de Estudos Técnicos (LET),
do Instituto Superior de Agronomia (ISA). O LET foi constituido em 1968, através do
estabelecimento de um protocolo entre Instituto Superior de Agronomia (ISA) e o Gabinete de
Estudos da Junta Nacional do Azeite (JNA), constituindo-se nessa altura como um nucleo
especializado para o estudo analitico e tecnoldgico das gorduras e 6leos comestiveis a funcionar
nas instalacdes do ISA. Hoje em dia € um laboratério que pertence exclusivamente ao ISA sendo
0s seus principais objetivos a prestagdo de servicos a comunidade e o apoio ao nivel académico
através da formacao e da participagcdo na atividade cientifica. O LET por ser um laboratério que
sempre trabalhou na area das gorduras e 6leos comestiveis, possui todos o0s reagentes e
equipamentos necessarios a validacdo do método e a analise das amostras que séo recolhidas no
mercado.

O desenvolvimento do presente trabalho adveio da necessidade de se implementar e
validar a norma 1SO15753 no LET para se poder responder a solicitacdo de diversos clientes dada
a necessidade dos mesmos de poderem cumprir as exigéncias estabelecidas pelo regulamento
(EU) n°835/2011 de 19 de agosto, que veio implementar limites legais para mais trés PAHSs, o
Benzo-a-antraceno (BaA), o Benzo-b-fluoranteno (BbF) e Criseno (Cry) para além do que ja se
encontrava legislado para o Benzo-a-Pireno (BaP). Antes de implementar a ISO 15753, o LET ja
tinha implementado uma norma para a determinacdo do BaP, a norma 1SO15302:2007. Na altura,
foram determinadas em rotina mais de 50 analises ao BaP. Dentro destas foram encontradas pelo
menos trés amostras de azeites virgens com resultados de B(a)P com limites superiores ao
legislado. Em pelo menos uma das amostras, foi possivel prever a possivel origem dessa
contaminagédo: o olival que deu origem ao azeite contaminado estaria bastante proximo de uma
fabrica de extracdo de bagago de azeitona. Como ja foi referido, estas indistrias utilizam o bagago
de azeitona seco como matéria-prima para a extragédo de 6leo de bagaco de azeitona. Durante a
secagem do bagaco de azeitona libertam-se gases poluentes ricos em PAHS, que se podem

depositar na pelicula da azeitona e, deste modo, se acumularem posteriormente no azeite.

Tendo em conta 0 enquadramento que os azeites virgens extra devem cumprir face aos
contaminantes ambientais, nomeadamente em relacdo aos PAHs, e todas as informacdes
anteriormente descritas sobre as possiveis fontes de contaminacdo dos azeites virgens extra
(AVE) seria bastante importante fazer um estudo sobre a possivel existéncia de AVE

contaminados a venda no mercado Portugués.

Para se atingirem os objetivos estabelecidos no presente trabalho foi dividida a parte
experimental em duas fases diferentes: a primeira parte consiste na implementacéo e validacao do
método analitico a utilizar e a segunda consiste na determinacdo dos PAHs nas amostras de
azeite recolhidas no mercado.
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2.1 MATERIAIS E METODOS
2.1.1 AI1SO15753:2016

Para a determinagdo dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos sera utilizada uma norma
internacional a 1ISO15753:2016, que € um método normalizado baseado no isolamento da fragao
dos PAHSs por extracdo com uma mistura de solventes, seguida de purificacdo com cartuchos de
C18 de fase reversa e de Florisil. De seguida o extrato € analisado através de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizando um detetor de fluorescéncia.

Tendo em consideracdo que esta norma foi produzida pela Organizacdo Internacional de
Normalizacdo (ISO), obedece a direitos de autor, e como tal, a sua reproducdo no ambito deste
trabalho ndo pode ser efetuada.

No entanto, e porque € importante conhecer as principais etapas do método as figuras 2.1 e
2.2 descrevem-nas de uma forma muito resumida.
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Pré-concentracdo de PAH

[ Pesar 2,5 g de amostr%

Extracdo: 3 x 10 mL acetonitrilo/acetona (60:40)
Agitar no Vortex 30 s, colocar 5 min no banho de ultrasons
Centrifugar 5 min a 4000 rot/min e recolher o extrato sobrenadante

banho a 35 °C

Evaporar extrato com uma corrente de azot}),

Repetir 3 x 0s passos anterioeeconcentrar os trés extratos; residuo deve
ter 200 mg a 800 mg

Extracdo de PAH do residuo

Extracdo: 3 x 2 mlacetonitrilo/acetona (60:40); Agitar no vortex 15 s,
centrifugar 30 s e obter 3 extratos do sobrenadante

Purificagéo dos PAH: 2 fases solidas
12 purificacdo C18

‘ Condicionamento: 2mL metanol + 2 mL acetonitrilo ’

Adicionar o extrato ctido no passo 1 e eluir ca
5 mL acetonitrilo/acetona (60:40)

Evaporar conazoto num banho 35 °C; residuo deve te
menos de 50 mg

‘ Diluir em 1mL de hexan

Figura 2.1 — Principais etapas de pré-concentragdo e extracao e purificacdo dos PAHs (12parte).
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22 purificagdo: Florisil

Condicionamento: 1mL de dicloromentano + 1mL hexant

Adicionar ao extracto 1 mL de hexano
Eluir 3 x 1 mL de hexano/diclorometano (75:25);
Eluir mais 4 mL de hexano/diclorometano (75:25)

Evaporar comzoto até¢ 1mL no banho a 35C;

Adicionar 500 pL de tolueno; evaporar até ficar 20 uL. com uma corrente de azoto a
35T

Adicionar tetra-hidrofurano /metanol (50)60u acetonitrilo até perfaz2s0 L

HPLC - Fluorescénci

Figura 2.2 — Principais etapas de purificacdo e quantificacdo de PAHs (22parte).

Apés a realizacao das etapas de préconcentracéo e purificacdo dos PAHs nas duas fases
sélidas de cartuchos SPE (C18 e Florisil) (figura 2.3), é necessario proceder ao seu isolamento e
guantificacao através de um sistema de HPLC com detetor de fluorescéncia.

Figura 2.3 — Eluicao em fase sélida de Florisil do extracto concentrado de PAHs apds uma
purificacdo prévia em fase sélida de C18.
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A fase estacionaria utilizada no sistema de HPLC é constituida por uma coluna de silica
gel RP18 com alta seletividade para os PAHs, com 250 mm de comprimento e particula de 5
pum. Esta coluna foi montada num forno da Perkin-Elmer Serie 200 programado para 20C. A fase
movel utilizada, bem como o gradiente aplicado durante a corrida foram os indicados na tabela
2.1. A volume de amostra injetada foi de 20 pL, num loop de 10 pL e aplicado um fluxo de 1
mL/min. A bomba utilizada foi uma bomba quaternaria com desgaseificador acoplado da marca

Younglin.

Tabela 2.1 Gradiente de eluicdo

Tempo (min) Acetonitrilo (%) Acetonitrilo/Agua 1:1 (%)

0 0 100
5 0 100
27 60 40
36 100 0

41 100 0

43 0 100
43 0 100

Os comprimentos de excitacdo e emissdo programados no detetor e usados para
identificar e quantificar cada um dos PAHs encontram-se indicados na tabela 2.2. O detetor
utilizado foi um detetor de fluorescéncia da marca Perkin-Elmer Serie 200. O conjunto de

equipamentos utilizados encontra-se na figura 2.4.

Tabela 2.2 Comprimentos de onda de excitacdo e emisséo utilizados para identificar os PAHs

PAHs Comprimento de onda de Comprimento de onda de
excitacdo (nm) emisséo (hm)
Benzo-a-antraceno 270 385
Cryseno
Benzo-b-fluoranteno 256 446
Benzo-a-pireno 292 410

A solugcdo padrdo utilizada foi uma solugdo que resultou da dissolucdo de um padrédo
certificado da marca LGC STANDARDS, constituido por 16 PAHs. Entre os 16 PAHs estdo
incluidos os quatro PAHs que véao ser estudados no ambito deste trabalho. O padréo certificado foi
adquirido com uma concentracao de 100 ug/mL e diluido por duas vezes até se obter uma solucéo
padrao trabalho de concentracdo 50 ng/mL.

Esta solucao padrédo de trabalho foi a solucdo utilizada para a determinacdo da taxa de
recuperacdo, e € também esta solucédo que ira também funcionar como padrao externo para a
identificacdo e quantificacdo dos PAHs. Esta solugdo de trabalho foi injetada varias vezes, de
forma independente por cada sesséo de trabalho.

A solucdo de trabalho permite através dos tempos de retencdo de cada um dos quatro
PAHSs, identificar os picos correspondentes a esse PAHs na amostra. Sendo uma solucéo padréo
de concentracdo conhecida, permite também quantificar os quatro PAHs através da relacao entre

a area de cada um dos PAHSs no padrdo e na amostra.
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Figura 2.4 — HPLC constituido por desgaseificador, bomba, forno e detector de fluorescéncia.

2.1.2 Validacao do método

Como ja foi referido anteriormente, a validacdo do método € um passo fundamental para
demonstrar que 0 mesmo esta apto para ser usado para a finalidade a que se destina (quantificar
com preciséo e exatiddo os PAHSs), e que cumpre as condi¢cdes de precisdo indicadas na norma.
De seguida, descrevem-se 0s principais parametros de validagcdo do método que foram
determinados. Os pardmetros de validacdo foram determinados pela seguinte ordem: veracidade,
limiares analiticos, repetibilidade e recuperacdes.

2.1.2.1 Veracidade

A avaliacdo da veracidade foi feita com recurso a dois Materiais de Referencia Certificados
(MRC). Os dois MRC foram adquiridos ao Bureau Interprofessionnel des Etudes Analytiques
(BIPEA), um organismo Acreditado para realizar Ensaios de Comparacéo Interlaboratorial (ECI) e

para produzir MRC com base nos resultados desses ensaios. A avaliacdo da veracidade foi feita
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com recurso a avaliacdo do factor de desempenho Z (Z-Score). Foram realizadas cinco
determinagdes em cada um dos MRC e determinado o valor médio. Foi entdo calculado o factor

de desempenho Z-score.

2.1.2.2 Limiares Analiticos

Nao foi possivel determinar o limite de quantificacdo (LQ) e o limite de detegéo (LD) através
da leitura direta dos brancos porque a flutuacdo do sinal produzido pelo equipamento é tao
reduzido que ndo permite a sua quantificacdo pelo software. Como tal, teve que se preparar um
padrdo vestigial, ou seja, um padrdo de muito baixa concentracdo. Esse padrdo vestigial foi
preparado através da execucdo de uma série de diluicdes tendo como base um padrdo com

concentracdo conhecida.

Foram entdo produzidas e injetadas dez réplicas desse padrdo em dias diferentes e de
forma independente. Através do teste de Grubs foi confirmada a inexisténcia de outliers nos

resultados.

De acordo com a ISO 5725-2:1994, para se efetuar o teste de Grubs tem que se calcular o
GP e o G1, e depois comparar estes valores com o G critico tabelado na tabela de Grubs. Se GP

e G1 forem inferiores ao G critico entdo, ndo existem outliers nessa série de valores.

Xmax — x

GP= ———
Sx

X —xmin

Gl=———
Sx

Foi posteriormente determinada a média, o desvio padrédo dos resultados e calculado o LD e

o LQ.

2.1.2.3 Repetibilidade

Para se determinar a repetibilidade efetuaram-se 10 determinacdes sobre a mesma amostra em
condicbes de repetibilidade, ou seja, efetuadas pela mesma pessoa, com 0S mesmos
equipamentos, utilizando 0s mesmos reagentes e num curto intervalo de tempo. Com o0s
resultados obtidos determinou-se: a média (xi), o desvio-padrao (Si), o limite de repetibilidade (r) e
o coeficiente de variacao da repetibilidade (CV%).

2.1.2.4 Preciséao Intermédia
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Tal como referido anteriormente a forma eficaz de representar a preciséo intermédia de uma
determinacdo é através da representacdo grafica, ou seja, através da carta de controlo de
duplicados. Para se estabelecer estas cartas foi calculado o valor médio das amplitudes relativas
de 25 duplicados. Apds ser calculado este valor foi tragcada a carta de amplitudes relativas com o
Limite Superior de Controlo (LSC). De seguida foram retirados todos 0s pontos que se
encontravam fora do controlo estatistico e recalculado o Limite Superior de Controlo. Estas cartas
servem para se fazer o controlo dos resultados dos duplicados quando estamos a trabalhar em

condic¢des de precisao intermédia.

2.1.2.5 Recuperacgoes

Por forma a se testar e eficiéncia de extracdo dos cartuchos de SPE utilizados e todas as
etapas envolvidas a determinacdo dos PAHs nas amostras foram realizados testes de
recuperacao por cada uma das séries de amostras testadas. Para se determinar as percentagens
de recuperacdo submeteu-se uma solugdo padréo de concentracdo conhecida, as mesmas etapas
de extracdo e purificacdo a que se submeteram as amostras e posteriormente testou-se o extrato
obtido no sistema de HPLC. Foram entdo calculadas as percentagens de recuperacdo e

comparadas com os critérios de aceitacdo indicados na norma 1ISO15753:2016.

2.1.3 Recolha das amostras no mercado

ApOs se terem realizado todas a fases importantes na validacdo de um método necessarias
para demonstrar que o método era valido para cumprir os objetivos para o qual foi implementado,
avangou-se para a segunda fase do presente trabalho: quantificar os PAHs presentes em azeites

comercializados no mercado portugués.

As amostras analisadas foram adquiridas em quatro cadeias diferentes de supermercados
portugueses e em uma loja Gourmet. Foram adquiridos 15 azeites virgens extra (AVE) de marcas
diferentes provenientes de diferentes embaladores. De cada uma das 15 amostras foram
compradas trés garrafas de azeite do mesmo lote e testadas as trés garrafas. Relativamente ao
tipo comercial das amostras de AVE adquiridas, foram compradas 4 amostras de AVE de
“Denominagédo de Origem Protegida” (DOP), 4 amostras de AVE de “Marca Prépria” e 7 amostras
de AVE de “Quinta”.

As amostras de “Marca Prépria” sdo o que o consumidor habitualmente descreve como

“Marcas Brancas”, em que a responsabilidade legal sobre o produto é das cadeias de distribuicdo
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que as comercializa. As quatro marcas adquiridas provém das quatro maiores cadeias de

distribuicdo em Portugal.

Das amostras de AVE DOP recolhidas, foram analisadas tanto AVE DOP de “Marca

Prépria” como AVE DOP de produtores proprios.

As amostras de AVE designadas aqui como azeites de “Quinta” dizem respeito a azeites
produzidos por pequenos a médios produtores de azeite em que a responsabilidade da
embalagem é dos proprios.

Os AVE de “Quinta” foram escolhidos de modo a serem representativos das regides mais
importantes de Portugal no que a producéo de azeite diz respeito. Por razdes de confidencialidade
nao serdo apresentadas as marcas em questdo e as amostras serao sempre identificadas com um
cbdigo. Na tabela 2.3 encontram-se descritas a codificacdo das amostras adquiridas, bem como a

regido que lhe deu origem e o tipo comercial a que pertencem.

Tabela 2.3- Codificacdo das amostras, tipo comercial e regido de producéo.

ng:ggt?; Tipo Comercial Regido de Producao
A Quinta Tras-os-Montes e Alto
B Quinta Algarve
C Quinta Baixo-Alentejo
D Quinta Alto-Alentejo
E DOP Tras-os-Montes Tras-os-Montes e Alto
F Quinta Baixo-Alentejo
G DOP Ribatejo Ribatejo
H DOP Moura Baixo-Alentejo
| DOP Norte Alentejano Alto-Alentejo
J Marca Prépria Desconhecido
K Marca Propria Desconhecido
L Marca Prépria Desconhecido
M Marca Prépria Baixo-Alentejo
N Quinta Ribatejo
9] Quinta Alto-Alentejo

2.1.4 Determinagéao de PAHs em azeite de uma regiao

muito poluida
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Tendo em conta as informacdes fornecidas pelos autores referidos no ponto 1.2.4 deste
trabalho, e também porque normalmente os azeites sdo provenientes de olivais localizados em
zonas rurais onde a poluicao proveniente do trafego nédo sera significativa, foi também incluida
neste trabalho os resultados de uma amostra de um azeite extraido de azeitonas de uma zona
central de Lisboa.

As azeitonas foram colhidas a mao, em meados de outubro de 2016 e foram levadas para
o0 LET. O azeite foi extraido através de um sistema Abencor (figura 2.5). Este sistema de extracéo
foi o ideal para esta etapa pois permite simular todas as etapas que normalmente decorrem no
lagar utilizando quantidade de azeitonas muito pequenas (menos de 2 kg). As azeitonas foram
trituradas num moinho de martelos. A massa obtida foi posteriormente colocada nas panelas do
Abencor e batida a frio, durante cerca de 40 min. De seguida, a massa obtida foi colocada numa
centrifuga que permitiu separar a fracdo soélida das duas fases liquidas (dgua e azeite).

Posteriormente, efetuou-se a separacéo das duas fracdes liquidas por decantacao.

O azeite extraido foi posteriormente guardado em camara frigorifica e assim que foi possivel foram

determinados os PAHSs.

Figura 2.5 — Equipamento Abencor no qual se extraiu o azeite das azeitonas colhidas numa zona
de Lisboa.

2.2 - APRESENTACAO DE RESULTADOS E DISCUSSAO
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2.2.1. Validacéo do método

Como ja foi referido anteriormente os diversos parametros de validacéo foram executados
com uma determinada ordem tendo como objetivo s6 se avangar para 0 passo seguinte quando se
tivesse certeza de que parametros tdo importantes como a veracidade e os limiares analiticos
estivessem corretos.

2.2.1.1 Veracidade

Para a determinacdo da veracidade foi determinado o parametro Z-score em dois MRC
(BIPEA 1 e BIPEA 2). Os resultados obtidos encontram-se descritos de uma forma resumida na
tabela 2.4.

Tabela 2.4 — Resultados de z-score obtidos de analise a dois MRC (BIPEA 1 e BIPEA 2).
VERACIDADE

Resultados Z-score (ug/kg)

MRC Parametro
BaA Cry BbF BaP
Média Laboratorio X 2,65 2,58 2,94 1,74
Média ECI Xv 3,49 3,99 2,95 2,51
BIPEAL Desvio Padrédo ECI s, 1,33 1,12 0,43 0,61
Z-Score (2) -1,11 -1,58 0,00 -0,47
Média Laboratorio X 3,05 2,63 1,50 2,07
Média ECI Xv 2,61 2,3 1,46 1,67
BIPEA2 Desvio Padréao ECI s, 0,39 0,41 0,55 0,50
Z-Score (2) 0,17 0,14 0,02 0,20

Como se pode observar nas figuras 2.6 e 2.7, todos os resultados obtidos para os dois
MRC séo inferiores a -2 ou 2, e como tal, tém um z-score aceitavel. Pode verificar-se também que
todos os valores de z-score obtidos na amostra BIPEA 1 foram negativos ou zero, no entanto, tal
ndo aconteceu na amostra BIPEA 2 em que os resultados obtidos foram todos positivos. O facto
de os resultados obtidos serem todos inferiores a zero, ou mesmo zero no BIPEA 1 poderia indicar
a existéncia de erros sistematicos, mas com a analise ao BIPEA 2 os resultados ja deram

positivos, contrariando assim essa hipotese.
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Figura 2.6 — Resultados de z-score de BIPEA 1 introduzidos numa carta de controlo de z-score.
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Figura 2.7 — Resultados de z-score de BIPEA 2 introduzidos numa carta de controlo de z-score.

2.2.1.2 Brancos
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Durante a implementacdo do método e também durante a determinacdo dos PAHs nas
amostras que foram recolhidas no mercado, foram também realizados brancos. A realizagdo dos
brancos consistiu em executar todas as etapas para a determinacdo dos PAHSs utilizando apenas
0s reagentes, ou seja, sem utilizar amostras. A determinacdo dos brancos visa determinar se 0s
materiais ou reagentes que vao ser utilizados estdo contaminados. A realizacdo dos primeiros
brancos quando se implementou o método permitiu verificar que ndo havia contaminagdo nem de
reagentes nem de material. Isto verificou-se porque os cromatogramas obtidos ndo apresentavam
flutuacéo do sinal na zona dos PAHSs. Esta foi também a razéo pela qual ndo se determinou o LQ e
LD através dos brancos. Sempre que se verificou uma mudanga de lote de reagentes ou de
consumiveis foram realizados brancos para confirmar que estavam isentos de contaminagoes.

2.2.1.3 Limiares analiticos

Para a determinacdo do limite de quantificagdo e de detecéo, foi preparado um padrdo
vestigial e analisado 10 vezes. No entanto, antes de se proceder aos calculos do LQ e LD, teve
que se verificar se existiam outliers dentro dos resultados obtidos de acordo como teste de Grubs.
Os resultados obtidos do céalculo de G1 e GP encontram-se na tabela 2.5.

Tabela 2.5 — Resultados do teste de Grubbs aplicado aos 10 replicados realizados para a
determinacdo do LD e LQ.

TESTE DE GRUBS

ST Resultados (pg/kg)
BaA Cry BbF BaP
Gl 1,932 1,744 1,719 1,106
GP 1,610 1,367 1,432 1,597
G critico 2,290
RESULTADO sem outliers | sem outliers | sem outliers | sem outliers

Uma vez verificada a inexisténcia de outliers, foi entdo calculado o LD e LQ. Os resultados
encontram-se na tabela 2.6.

40



Quantificagé@o por HPLC de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em azeites presentes no mercado Portugués

Tabela 2.6 — Resultados obtidos de LD e LQ para cada um dos quatro PAHs estudados.
LIMIARES ANALITICOS

A Resultados (ug/kg)
Parametro

BaA Cry BbF BaP

Média 0,035 0,031 0,042 0,030

Desvio Padrdo s, 0,007 0,006 0,010 0,004

Limite d(le_g)ete‘?éo 0,057 0,050 0,074 0,042
Limite de

Quantificaco (LQ) 0,103 0,089 0,138 0,067

Atendendo a legislacdo estabelecida pelo regulamento (EU) n°835/2011 ficaram também
implementados valores limites para a soma dos quatro PAHs (£ 4PAHS), logo, a metodologia para
a apresentacdo dos resultados do somatério quando um ou mais PAHs estejam abaixo do LQ
devera ser a seguinte (OGC002, 2011):

SOMA =BaA + Cry+ BbF + BaP

em que LQ(BaA)= 0,103 pg/kg, LQ(Cry)= 0,089 pg/kg, LQ(BbF)= 0,138 ug/kg e LQ(BaP)= 0,067
pg/kg, entdo, apresentar o resultado usando o valor de LQ na soma, ou seja, por exemplo:

BaA = 0,150 ug/kg Cry<0,089 ug/kg (LQ) BbF =0,150 pg/kg BaP= 0,150 pg/kg
A soma seréa dada por:
SOMA =BaA + Cry+ BbF + BaP=0,150+0,089+0,150+0,150= 0,539 pg/kg

Quando todos os valores dos PAHs séo inferiores ao LQ, podemos dar como resultado da

soma, o somatério dos LQ individuais, ou seja,

LQ (Soma)= 0,397 ug/kg .

2.2.1.4 Repetibilidade

Na avaliacdo da precisdo do método através da repetibilidade foram analisados dez
replicados de uma amostra de azeite virgem extra (Tabela 2.7). Os calculos efetuados foram
baseados nas férmulas apresentadas no ponto 1.3.1 deste trabalho. Os resultados para o limite de
repetibilidade sdo 0,43 pg/kg para o BaA, 0,05 pg/kg para o Cry e de 0,08 pg/kg para o BaP. Isto
significa que a diferenca absoluta entre dois resultados executados em condi¢Bes de repetibilidade

para cada um dos PAHs nao devera exceder este valor. Para além do limite de repetibilidade foi
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também determinado o coeficiente de variagdo da repetibilidade. Os valores obtidos foram 14, 16
e 23%, para o BaA, Cry e BaP, respectivamente. Por comparacéo dos valores obtidos para cada
um dos PAHs com os dados de precisdo que constam na ISO17350:2016, pode verificar-se que
tanto para o limite de repetibilidade como para o coeficiente de variacdo séo inferiores aos da

norma, o que indica que o método implementado apresenta bons dados de repetibilidade.

Para o BbF néo foi possivel determinar os parametros de repetibilidade uma vez que o

resultado obtido na amostra era inferior ao limite de quantificacéo.

Tabela 2.7 — Resumo dos parametros determinados para estudo da repetibilidade e parametros da
repetibilidade dados pela 1ISO15753.

REPETIBILIDADE

Resultados (ng/kg)

Parametro
BaA Cry BbF BaP 2 4PAHs
Média % 1,07 0,11 <0,10 0,12 131
Desvio Padrdo s, 0,15 0,02 - 0,03 0,14
CV (%) 14,0 16,0 - 23,0 11,0
Limite de Repetibilidade (r) 0,43 0,05 - 0,08 0,40
Dados de Precisédo da 1SO15753:2016
Média x 2,50 0,22 0,40 0,36 Dados
Desvio Padrio s, 0,32 0,04 0,06 0,08 nao
calculado
CV (%) 12,9 17,9 16,1 21,8 s pela
Limite de Repetibilidade () | 0,90 0,11 0,18 0,20 | SO15753

2.2.1.5 Precisao Intermédia

Foram calculados para cada um dos PAHs o valor do Limite Superior de Controlo de
duplicados quando se trabalha em rotina e em condi¢gbes de precisdo intermédia. A tabela 2.8
apresenta o valor médio das amplitudes relativas dos duplicados e os limites superiores de

controlo calculados para cada um dos PAHSs.
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Tabela 2.8- Valor médio das amplitudes relativas e LSC.

PRECISAO INTERMEDIA através de carta de amplitudes relativas

Resultados (%)

Parametro 5
BaA Cry BbF BaP  ,pans
Média das amplitudes 7,272 6,158 | 10,203 | 6,191 4,315

relativas (A)

Limite Superior de Controlo (LSC) 23,756 | 20,117 | 33,332 | 20,225 14,097

Como se pode observar, os LSC para os PAHs séo 23,756, 20,117, 33,332, 20,225 %, para o BaA,
Cry, BbF e BaP respectivamente. Para o total dos quatro PAHs é de 14,097 ug/kg. Estes valores
constituem o critério de aceitacdo da diferenca de amplitudes entre dois duplicados para cada um
dos PAHSs, quando se trabalha em termos de precisdo intermédia, ou seja, em dias diferentes, com

diferentes operadores e diferentes equipamentos.

2.2.1.6 Recuperacoes

Para se averiguar a eficiéncia de eluicdo dos dois tipos de cartuchos SPE utilizados foram
determinadas as taxas de recuperacdo por cada sesséo de trabalho. Para todas as sess@es de
trabalho os valores obtidos para as taxas de recuperacdo foram sempre bastante aceitaveis
rondando valores de 80-90%. Como se pode verificar na figura 2.8, os valores mais baixos
obtiveram-se para o BaA na primeira sessdo de trabalho e para o BaP na Ultima sessédo de
trabalho. Os valores mais elevados foram obtidos para o BaA e Cry na quinta sessédo de trabalho.
A 1SO15753, estabelece como valores adequados, taxas de recuperacdo superiores a 70% e
inferiores a 110% para os quatro PAHSs, verificando-se assim que o método respeita os critérios

estabelecidos.
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Figura 2.8 — Taxas de recuperacdo obtidas nas seis sess@es de trabalho realizadas.

2.2.2 Resultados das amostras recolhidas no mercado

As amostras recolhidas no mercado foram analisadas de acordo com os procedimentos
descritos na 1SO15753:2016. Como foi descrito anteriormente para se realizar a identificacdo e
quantificacdo de cada um dos PAHs que aparecem nos cromatogramas das amostras, injetou-se
também uma solucdo padrao de concentracédo conhecida. A figura 2.9 apresenta o cromatograma
dessa solucdo padrao, no qual se encontram identificados os picos correspondentes aos quatro
PAHs em estudo. Os tempos de reten¢éo sdo 16,06 min, 16,83 min, 18,83 min e 22,19 min, para o

BaA, Cry, BbF e BaP, respectivamente.
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Figura 2.9 — Perfil cromatografico da solugdo padrdo com identificacdo de cada um dos picos e
respetivo tempo de retencéo (BaA 16,06 min, Cry 16,83 min, BbF 18,83 min e BaP 22,19 min).
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De seguida apresentam-se também dois cromatogramas obtidos para uma amostra com
baixo nivel de contaminacdo e outro para uma amostra com contaminacdo mais elevada (figura

2.10). Falta assinalar os PAHs no grafico
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Figura 2.10- a) Cromatograma referente a uma amostra com baixo nivel de contaminacgédo; b)

Cromatograma referente a uma amostra com nivel de contaminacao mais elevado.

A tabela 2.9 apresenta os teores médios e respetivos desvios padrdo das trés
determinacdes de cada uma das 15 amostras de azeite virgem extra recolhidas no mercado
portugués e para cada um dos PAHSs.
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Tabela 2.9 — Resultados dos quatro PAHs em estudo para as 15 amostras recolhidas no mercado.

RESULTADOS PAH DAS AMOSTRAS (ug/kg)

Amostras BaA Cry BbF BaP 2 4PAHs
A 1,218+0,004 | 2,847+0,041 <0,138 0,346+0,001 | 4,549+0,044
B 0,144+0,006 | 1,312+0,041 <0,138 0,201+0,004 | 1,796%0,049
C 2,128+0,053 | 2,374+0,165 1,410+0,153 | 1,483+0,026 | 7,395%0,339
D 0,161+0,009 | 0,318+0,010 <0,138 0,179+0,013 | 0,796+0,028
E 0,156+0,006 | 0,133+0,003 <0,138 < 0,067 0,494+0,008
F <0,103 <0,089 <0,138 < 0,067 <0,397
G 0,854+0,010 | 0,394+0,007 <0,138 0,307+0,002 | 1,693+0,015
H 1,085+0,074 | 0,761+0,031 | 0,276+0,011 | 1,603+0,108 | 3,725+0,212
I 0,546+0,003 | 0,240+0,003 <0,138 0,067 0,992+0,002
J 0,774+0,061 | 0,325+0,025 <0,138 0,173+0,008 | 1,410+0,064
K 0,762+0,022 | 1,157+0,055 | 0,1610+0,026 | 0,221+0,010 | 2,300+0,035
L 0,623+0,011 | 0,531+0,012 | 0,750+0,061 | 0,120+0,001 | 2,023+0,081
M 4,310+0,199 | 1,520+0,051 | 0,156+0,007 | 0,750+0,045 | 6,737+0,299
N 1,245+0,035 | 0,864+0,025 <0,138 0,233+0,003 | 2,480+0,024
O 0,749+0,025 | 0,137+0,007 | 0,222+0,021 | 0,122+0,002 | 1,229+0,026

Através da observacgéo dos resultados pode verificar-se que existem quatro amostras que
se distinguem das restantes relativamente ao valor total dos PAHs (F, C, M e H). A amostra F que
apresenta valores inferiores aos limites de quantificacdo para os quatro PAHs e também para o

somatdrio. E a amostra que apresenta valores mais baixos de PAHs das 15 recolhidas.

A amostra C, seguida da amostra M, sdo as amostras que apresentam valores mais
elevados para o somatério dos quatro PAHs, de 7,395 ug/kg e de 6,737 ug/kg, respectivamente. A
amostra H apresenta um valor de BaP de 1,603 pg/kg que € o valor mais elevado. A amostra C

apresenta um valor de 1,483 pg/kg para o BaP que é segundo valor mais elevado.

Pode também verificar-se que, embora a amostra C que é a amostra que é a que tem um
valor mais elevado para o somatério dos quatro PAHs, ndo é a amostra com valor de BaP mais

elevado.

A tabela 2.10 apresenta o valor médio, o desvio padrédo, os valores minimos e maximos

para o total das 15 amostras estudadas e para cada um dos PAHs. Podemos verificar que a média
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de todas as amostras para o BaP e para o somatodrio dos quatro PAHs foi de 0,396 pg/kg e de
2,534 ug/kg, respectivamente.
Tabela 2.10 — Valor médio, desvio padrao, valor maximo e minimo para as 16 amostras e para
cada um dos PAHs
RESULTADOS PAH DAS AMOSTRAS (ug/kg)

Parametros BaA Cry BbF BaP X 4PAHs

Média 0991 | 0867 | 0281 | 0,396 2,534
s, 1,028 | 0813 | 0338 | 0,479 2,089
Min 0,103 | 0089 | 0138 | 0,067 0,397
Méx 4310 | 2,847 | 1,410 | 1,603 7,395

De seguida, apresentam-se os resultados em funcéo do tipo comercial com a finalidade de se

averiguar se podera existir alguma relacéo entre o tipo comercial e os valores de PAHs obtidos.

Valores de PAHs em func¢do do tipo comercial

Concentragdo de PAHs (ug/kg)

QUINTA DOP MARCA PROPRIA

HBaA mCry BbF BaP 24PAH

Figura 2.11 — Resultados de PAHs para cada uma das amostras em funcdo do tipo comercial.

Como se pode observar na figura 2.11, ndo existe relacdo entre o tipo comercial e os

valores de PAHSs.

Para o somatério dos quatro PAHSs, os quatro valores mais elevados obtidos (7,395 ug/kg,
6,737 ug/kg, 4,549 e 3,725 ug/kg) estao distribuidos pelos trés tipos comerciais diferentes. Ainda
para o somatério dos quatro PAHS, verifica-se que também os valores mais baixos encontrados
(<0,397 (LQ), 0,494 ug/kg, 0,796 pg/kg e 0,992 pg/kg) estao distribuidos pelos diferentes tipos

comerciais.

47



Quantificagé@o por HPLC de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em azeites presentes no mercado Portugués

Para o BaP, tanto os valores altos (1,603 pg/kg, 1,483 pg/kg e 0,750 pg/kg) como os valores
baixos (<0,067 (LQ), 0,120 pg/kg, 0,173 pg/kg) estdo presentes nos resultados dos trés tipos
comerciais.

O préximo passo foi o de verificar se existe alguma relagdo entre as amostras recolhidas e
a zona geografica de proveniéncia. A figura 2.12 apresenta os resultados por regido de origem
para cada uma das amostras e para cada um dos PAHs.

Valores de PAH em funcdo da regido

Concentracdo de PAHs (ug/kg
= N w N [O,] [e)] ~ (o]

o

I‘|.-.|.|I| ..|..I|_I|| __.I|||| -I|
A E G N D | (o] C F H M B

Tras-os-Montes e Ribatejo Alto Alentejo Baixo Alentejo Algarve
Alto Douro

HBaA mCry mBbF BaP m Z4PAH

Figura 2.12- Resultados dos PAHs para cada uma das amostras em funcao da sua origem.

Como se pode observar na figura 2.12, parece existir uma relacdo entre a regido e 0s
valores de PAHSs obtidos, pois pelo que se pode observar a regido do Baixo Alentejo apresenta
trés dos quatro valores mais elevados para o somatério dos quatro PAHs. Pode também verificar-
se que o Alto Alentejo é a zona onde o valor de PAHs é menor tendo em conta as trés amostras
analisadas.

N

Sendo assim, decidiu-se proceder novamente a recolha de amostras das marcas que
apresentavam os valores mais elevados de PAHs (C, H e M), mas agora de lotes diferentes dos ja
analisados. Foram entdo recolhidas mais 3 garrafas de amostras da marca de H e M. N&o foi
possivel fazer uma recolha de um outro lote da amostra C visto que ndo estava disponivel no

mercado.
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Tabela 2.11 - Resultados PAHs para dois lotes diferentes da mesma marca.

Resultados (ug/kg)

BaA Cry BbF BaP 2 4PAHs
Amostras
1%rec 2%rec  1%rec 2%rec 1%ec 2%ec 1l%ec 2%ec 1%ec 2%ec
H 1,085 4,607 0,761 1,018 0,276 0,139 1,603 0,222 3,725 5,986
40,074 #0,535 +0,031 +0,045 +0,011 +0,030 0,108 +0,008 +0,212 +0,454
M 4,310 2,045 1520 0,649 0,156 0,281 0,750 0,534 6,737 3,508

+0,199 10,157  #0,051 10,024 0,007 0,026 0,045 0,031 0,299 10,201

A tabela 2.11 apresenta os resultados dos PAHs das amostras H e M. A primeira coluna
(12rec) diz respeito aos resultados do primeiro lote recolhido e a segunda coluna (22rec) aos

resultados do segundo lote recolhido.

Pode observar-se que relativamente ao somatoério dos quatro PAHs na amostra M o
segundo lote recolhido deu valores bastante mais baixos. No entanto, na amostra H o valor foi
quase o dobro. Verifica-se também que efectivamente o valor do somatério dos quatro PAHs nesta
segunda recolha, embora sejam valores ainda dentro dos limites legais estabelecidos, continuam a

ser valores mais elevados relativamente a média das 15 amostras que foi de 2,534 pg/kg.

Sendo a regido do Baixo Alentejo uma regido pouco povoada e fracamente industrializada,
ndo seria de esperar obter valores de PAHs como 0s que se obtiveram. No entanto, talvez o facto
de ser também a regido com mais area de olival plantado no pais leve a que existam mais
indUstrias de extraccao de Oleo de bagaco de azeitona, que possam contaminar a atmosfera. A
regido do Baixo- Alentejo sendo a mais produtiva e com mais olivais novos, devera ser também a
zona onde as operacfes culturais no olival estdo mais mecanizadas, e como tal, podera haver

contaminacao das azeitonas com os fumos provenientes do escape dos motores a diesel.

Em 2017, Garbi et al. estudaram também 5 azeites virgens extra de origem Tunisina e de
diferentes marcas comerciais e, tal como no presente estudo ndo encontraram azeites fora dos
limites legais estalecidos para o0 BaP nem para o somatério dos quatro PAH. Os valores
encontrados foram muito baixos tanto para o somatério dos quatro PAHs (méaximo 0,7 pug/kg) como

para o BaP (<0,05 ug/kg) em todas as amostras estudadas.

Um outro estudo foi desenvolvido por Rodriguez-Acunéd et al. (2008), em amostras de
azeites espanhois, nos quais se incluiram também azeites virgens extra de varios tipos comerciais.
Este estudo permitiu demonstrar que todos os azeites encontrados no mercado tinham

concentragcfes muito baixas de PAHSs.
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2.2.3 Resultados da amostra de azeite virgem de uma regiao
fortemente poluida

Como ja foi anteriormente referido, foi também extraido e analisado azeite de azeitonas
provenientes de oliveiras situadas no centro de Lisboa. Os resultados obtidos para o BaA, Cry,
BbF, BaP e somatorio dos quatro PAHs foram de 0,498 ug/kg, 41,256 pg/kg, 0,138 pg/kg, 0,635
pna/kg, e 42,528 ug/kg, respetivamente. Os valores de todos os PAHSs, a excepc¢do do Cry, foram
valores baixos ao contrario do que seria de esperar. Face ao resultado obtido, pode concluir-se
gue este azeite ndo poderia ser comercializado, visto que o valor obtido para o somatério dos
quatro PAHSs, esta muito acima do limite legal que é de 10 ug/kg. Este resultado faz ressaltar a
importancia da monitorizagdo dos PAHs nos azeites virgens extra, para que nao seja possivel a

ingestdo de azeite virgem extra contaminado com PAHs

Segundo Rodriguez-Acuna et al. (2008) e a semelhanca dos resultados obtidos para esta
amostra, valores de PAHs elevados também foram encontrados em amostra de azeite
provenientes de zonas poluidas.

De acordo com os resultados obtidos pode também verificar-se que, tal como indicado
pelo painel no relatério da AESA em 2008, o benzo(a)pireno ndo é um bom marcador para a
ocorréncia dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, uma vez que as amostras que
apresentavam o valor mais alto para o somatério dos quatro PAHs nao apresentavam um valor de
BaP também alto. Além disso a amostra que apresentava o valor de BaP mais elevado, nédo era a

que apresentava o valor do somat6rio dos quatro PAHs mais elevado.

De acordo com os resultados apresentados relativamente aos valores dos PAHs nas
amostras recolhidas, verifica-se que os valores de PAHs encontrados ndo sdo tdo baixos como
seria de esperar e como foi relatado nos estudos referidos anteriormente. Diversas serdo as
razdes para isto acontecer, no entanto, o que sera importante real¢car € que se até ha alguns anos
0s PAHs ndo seriam uma preocupacdo, hoje em dia a sua monotorizacdo regular deveria ser

considerada pelos produtores de azeite.
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CONCLUSOES
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Tendo em conta que o presente trabalho se dividiu em duas partes, as conclusGes de
seguida apresentadas também estardo divididas em duas partes: primeiro a validacdo e em
segundo as conclusdes respeitantes as amostras recolhidas no mercado.

Relativamente a validagdo do método pode concluir-se o seguinte:

e Através da andlise de z-score pode concluir-se que o método permite obter resultados
bastante aceitaveis no que a veracidade diz respeito. Foram analisados dois materiais de
referéncia certificados que se demonstrou serem suficientes para verificar que os resultados
obtidos segundo o presente método sdo muito préximos dos verdadeiros. No entanto, para o
Laboratério de Estudos Técnicos concluir que futuramente nédo existem tendéncias nos resultados,
ou seja, que ndo se verificam erros sistematicos, deveria implementar um sistema de controlo de
gualidade dos MRC através de cartas de controlo e assim verificar que ndo existem pontos fora de
controlo estatistico.

. O método implementado possui limites de quantificagdo de 0,103 pg/kg, 0,089 ug/kg,
0,138 pg/kg, 0,067 pg/kg para o BaA, Cry, BbF e BaP, respetivamente. Estes valores séo
satisfatorios para 0 método em questdo, visto que, correspondem a cerca de 5% dos valores
limites legais estabelecidos tanto para a BaP como para o total dos quatro PAHs que sdo 2,0
pg/kg e 10 pg/kg para o BaP e para total dos PAHs. Além disso o LQ para o BaP, encontra-se de
acordo com a Directiva 2005/10/CE 4 de fevereiro, que aconselha a que o LQ ndo deva ser
superior a 0,9 ug/kg.

« O método implementado reporta valores adequados para os parametros de repetibilidade
e gue respeitam os indicados na norma 1SO15753:2016. No entanto, a amostra escolhida néo foi a
mais adequada visto que o valor de Benzo-b-Antraceno era inferior ao limite de quantificagéo.

. Relativamente as recuperacfes, verificou-se que 0 método cumpre os critérios
estabelecidos pela 1ISO15753:2016, o que vem também confirmar que o método apresenta bons
resultados relativamente a veracidade. Seria também importante fazer recuperages nédo s6 no
padrdo, mas em amostras fortificadas com padrdo para se averiguar se a matriz teria efeitos nos
resultados finais.

e Ao que a precisdo interna diz respeito podemos afirmar que foram estabelecidos os
Limites Superiores de Controlo para a execucdo de duplicados quando em condi¢c8es de rotina e
de precisdo intermédia. Estes limites devem ser atualizados a medida que o LET possui mais
valores de duplicados de amostra para assim se obter um valor mais real.

. Pode concluir-se que os reagentes, materiais e consumiveis utilizados durante as
determinacdes foram adequados dado que os resultados dos brancos efetuados revelaram que
ndo existiam contaminacdes visto que os cromatogramas obtidos ndo apresentam nem sequer
flutuacdes da linha de base.
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Pode concluir-se entdo que o método apresenta todas as condigbes necessarias para se
poder dar resultados com a exatiddo e precisdo exigidas pela norma 1SO1753:2016.

De seguida apresentam-se as conclusdes referentes as 15 amostras recolhidas no mercado
Portugués.

Os resultados do presente estudo demonstram que embora ndo tendo sido encontrada
nenhuma amostra com valores de PAHs superiores aos limites legais estabelecidos, duas dessas
amostras apresentavam um valor superior a 6 pg/kg para o somatoério dos quatro PAHs. Os
valores encontrados situam-se entre 0,067 pg/kg e os 1,603 pg/kg para o BaP e para o somatério
dos quatro PAHSs entre 0,397 ug/kg a 7,395 pg/kg.

Pode também concluir-se para o ano estudado (2017), a regido que apresentou os valores
mais elevados de PAHs de uma forma global foi a regido do Baixo Alentejo e a regido do Alto
Alentejo foi a regido que também numa forma global apresentou os valores mais baixos. No
entanto, ndo se observou nenhuma relagcéo entre o tipo comercial e os valores de PAHSs.

Face aos resultados obtidos importa realcar varios aspetos relativamente as perspetivas futuras
para se poder consolidar os resultados obtidos no presente trabalho.

Relativamente as questdes relacionadas com a validagdo do método ja foram referidos os
varios pontos a ter em atencao.

Relativamente a segunda parte do trabalho seria importante repetir as analises nas mesmas
marcas de AVE recolhidas no mercado com o intuito de perceber se os resultados obtidos dizem
respeito apenas a um ano ou se se repetem em anos subsequentes. Ou seja, seria importante
repetir este estudo por mais dois anos.

Relativamente aos resultados da amostra recolhida na zona de Lisboa seria também
importante consolidar este resultado com mais amostras para realcar a ideia de que é fundamental
monitorizar 0os quatros PAHs em conjunto e nao apenas o BaP.
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Neste apéndice sdo apresentados os resultados ndo tratados

parametros determinados para a validagdo do método.

Tabela A.1- Limiares Analiticos

relativamente

Benzo -a-Antraceno BaA

Data

Leitura
padrao
vestigial
BaA(9)

SO

Média

G1

Gp

Gcritico

LD

LQ

17/03/2014

0,022

0,007

0,035

1,932

1,610

2,290

0,057

0,103

17/03/2014

0,024

18/03/2014

0,034

18/03/2014

0,035

18/03/2014

0,036

19/03/2014

0,046

19/03/2014

0,039

25/03/2014

0,037

25/03/2014

0,036

25/03/2014

0,039

25/03/2014

0,038

Criseno (Cry)

Data

Leitura
padrao
vestigial
BaA(g)

SO

Média

Gl

Gp

Gcritico

LD

LQ

17/03/2014

0,024

0,006

0,031

1,744

1,367

2,290

0,050

0,089

17/03/2014

0,021

18/03/2014

0,032

18/03/2014

0,025

18/03/2014

0,035

19/03/2014

0,030

19/03/2014

0,039

25/03/2014

0,034

25/03/2014

0,034

25/03/2014

0,038

25/03/2014

0,030

Benzo-b-floranteno BbF

Data

Leitura
padrao
vestigial
BaA(9)

SO

Média

G1

Gp

Gcritico

LD

LQ

17/03/2014

0,026

0,010

0,042

1,719

1,432

2,290

0,074

0,138

17/03/2014

0,026

18/03/2014

0,049

18/03/2014

0,043

18/03/2014

0,044

19/03/2014

0,054

19/03/2014

0,056

25/03/2014

0,041

25/03/2014

0,042

25/03/2014

0,042

25/03/2014

0,043

aos

61



Quantificagé@o por HPLC de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em azeites presentes no mercado Portugués

Leitura
Data vpea'ls?irg;; So |[Média| G1 | Gp |Geritico LD | LQ
o BaA(g)
8 17/03/2014 | 0,026 |0,004 | 0,030|1,106 1,597 | 2,290 0,042 | 0,067
o |17/03/2014| 0,026
S [1803/2014 | 0,031
= |18/03/2014 | 0,034
0. 18/03/2014| 0,029
© [19/03/2014| 0,036
Q [19/03/2014| 0,036
S [25/03/2014 | 0,028
m |25/03/2014| 0,027
25/03/2014 | 0,029
25/03/2014 | 0,029
Tabela A.2 - Repetibilidade
Resultado
Data Amostra 3
BaA Cry BbF BaP APAHS
21/09/2017 | REPETIBILIDADE 2 1,02 0,14 0,01 0,14 1,32
21/09/2017 | REPETIBILIDADE 3 0,93 0,14 0,02 0,13 1,21
22/09/2017 | REPETIBILIDADE 5 0,99 0,09 0,01 0,07 1,16
22/09/2017 | REPETIBILIDADE 6 1,16 0,10 0,01 0,09 1,36
22/09/2017 | REPETIBILIDADE 7 1,22 0,09 0,01 0,12 1,45
22/09/2017 | REPETIBILIDADE 8 1,09 0,10 0,01 0,09 1,29
23/09/2017 | REPETIBILIDADE 9 1,41 0,11 0,02 0,10 1,64
23/09/2017 | REPETIBILIDADE 10 0,94 0,11 0,01 0,15 1,22
23/09/2017 | REPETIBILIDADE 11 0,99 0,10 0,01 0,13 1,23
23/09/2017 | REPETIBILIDADE 12 0,97 0,10 0,01 0,15 1,23
Média 1,07 0,11 0,01 0,12 1,31
Srep 0,15 0,02 0,003 | 0,027 0,14
CV rep (%) 14 16 27 23 11
r limite de repetibilidade 0,43 0,05 0,010 0,08 0,40
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Tabela A.3 - Recuperag¢des

Recuperacao (Areas) Resultados (%)

BaA Cry BbF BaP BaA Cry BbF BaP
1331541,01 1259932,49 | 606409,79 | 2258710,18| 77,70 88,95 87,21 81,72
1111709,20 902154,09 | 484665,65 | 1746473,72| 90,30 88,73 89,48 83,18
1121932,82 92144992 | 486328,34 | 172279320 89,95 88,63 87,17 83,75
1113830,34 915901,96 | 481152,45| 1690803,31| 89,30 88,10 86,24 82,20
1183796,18 971153,39 | 51383529 | 1810010,15| 91,67 91,26 90,60 85,13
1135747,28 938319,57 | 488688,85 | 169999351 87,95 88,18 86,17 79,96

Tabela A.4 - Veracidade
Veracidade (Calculo do Z-SCORE)
Resultado
Data Amostra - o . S 3
r a
y 4PAHs
Bipea 1a- Oleo de soja
03/01/2017 bruto 2,62 2,58 2,92 1,72 9,83
Bipea 1b Oleo de soja
03/01/2017 bruto 2,64 2,56 2,96 1,73 9,88
Bipea 1c Oleo de soja
03/01/2017 bruto 2,67 2,58 3,00 1,75 10,00
Bipea 1d Oleo de soja
03/01/2017 bruto 2,69 2,58 2,91 1,73 9,91
Bipea 1e Oleo de soja
03/01/2017 bruto 2,66 2,58 2,93 1,75 9,92
Média 2,65 2,58 2,94 1,74 9,91
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Tabela A.5 — Precisdo Intermédia

BaA Cry BbF BaP 2 4PAHs

i 20 i 20 i 20 i 20 i 20
determinagdo | determinacdo | determinacdo | determinagdo | determinacdo | determinacédo | determinacdo | determinagdo | determinacdo | determinacéo

0,109 0,107 0,028 0,026 0,013 0,008 0,003 0,003 0,141 0,136
2,256 2,234 0,705 0,701 0,170 0,186 0,239 0,241 3,200 3,285
2,551 2,503 0,463 0,443 0,488 0,453 0,363 0,331 3,377 3,277
0,835 0,836 0,460 0,456 0,554 0,550 0,390 0,367 1,685 1,659
0,192 0,166 0,067 0,091 0,023 0,016 0,028 0,028 0,286 0,285
3,830 5,748 1,049 3,397 0,114 0,184 0,115 0,188 4,993 9,333
0,811 0,889 0,633 0,675 0,201 0,217 0,217 0,229 1,660 1,794
0,984 0,938 0,535 0,479 0,149 0,119 0,240 0,210 1,759 1,627
0,168 0,145 0,049 0,044 0,013 0,004 0,020 0,011 0,236 0,199
0,187 0,181 0,464 0,455 0,019 0,018 0,069 0,070 0,720 0,706
0,458 0,456 0,255 0,258 0,213 0,204 0,255 0,234 0,967 0,947
0,142 0,144 0,123 0,137 0,128 0,044 0,200 0,185 0,465 0,466
2,207 2,122 1,133 1,051 0,042 0,094 0,185 0,045 3,524 3,177
3,139 3,216 1,059 1,000 0,190 0,180 0,399 0,257 4,597 4,473
1,641 1,574 0,274 0,320 0,872 0,886 0,220 0,204 2,135 2,098
2,408 2,164 2,411 2,200 1,023 0,948 1,057 0,991 5,876 5,356
0,305 0,294 0,099 0,092 0,012 0,025 0,087 0,086 0,491 0,472
0,253 0,256 0,156 0,163 0,078 0,056 0,038 0,039 0,447 0,458
0,133 0,200 0,117 0,269 0,374 0,172 0,513 0,492 0,301 0,962
0,738 0,711 0,594 0,562 0,222 0,214 0,119 0,122 1,450 1,396
0,393 0,346 0,760 0,673 0,679 0,612 0,399 0,347 1,551 1,367
0,748 0,716 0,675 0,706 0,824 0,871 0,689 0,744 2,080 2,199
0,853 0,888 1,142 1,220 1,018 1,065 0,759 0,806 2,754 2,914
0,719 0,745 0,525 0,583 0,372 0,275 0,077 0,066 1,320 1,395
0,224 0,210 0,166 0,148 0,078 0,076 0,097 0,094 0,487 0,452
0,593 0,616 0,671 0,701 0,070 0,075 0,169 0,201 1,433 1,518
0,099 0,094 0,011 0,011 0,006 0,007 0,024 0,030 0,133 0,135
5,594 5,507 2,436 2,448 3,057 3,016 1,670 1,565 9,699 9,520
0,208 0,231 0,009 0,009 0,013 0,032 0,037 0,086 0,250 0,326
0,141 0,141 1,533 1,564 0,285 0,290 0,022 0,019 1,695 1,723
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