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RESUMO

O oleo mineral € composto por hidrocarbonetos saturados (MOSH) e
aromaticos (MOAH) e pode estar presente em tintas de impressdo usadas em
embalagens de alimentos. As embalagens celulosicas feitas de material
reciclado podem conter porcdes significativas de éleo mineral. Os MOSH
consistem em alcanos lineares ou ramificados e ciclo-alcanos substituidos com
grupos alquila, enquanto que os MOAH incluem principalmente hidrocarbonetos
poli - aromaticos substituidos com alquila. As principais fontes de
hidrocarbonetos de 6leo mineral (MOH) em alimentos sdo embalagens de
alimentos e aditivos, auxiliares de processamento e lubrificantes. Os MOSH de
16 carbonos (C16) a 35 carbonos (C35), podem se acumular em varios tecidos
incluindo adiposo, linfonodos, baco e figado podendo causar micro granulomas.
Os MOAH com trés ou mais anéis aromaticos nao alquilados ou pouco alquilados
podem ser mutagénicos e carcinogénicos e, portanto, sdo potencialmente
preocupantes. Como ainda nédo existem estudos sobre a presenca e quantidade
de MOH em materiais de embalagem para contato com alimentos no Brasil, este
trabalho teve como objetivo principal estabelecer um método de determinacao
de MOH, baseado no método do BfR (2012) que usa um cartucho de extracéo
em fase solida de nitrato de prata / silica gel ativada para a pré-separacao e GC-
FID para a quantificacdo das fraces de MOSH e de MOAH, a fim de monitorar
a presenca destas substancias em cartdes feitos com diferentes teores de
aparas pré e pds-consumo. O método se mostrou adequado para analise de
cartdes de material reciclado e cartbes de fibra virgem, além de aparas pré e
pos-consumo. Nos cartdes feitos com material reciclado as concentracdes
determinadas de 6leo mineral foram de 13,1 — 36,9 mg/kg para MOSH e de 29,1
— 50,8 mg/kg para MOAH, sendo que esses valores variam em funcéo da época
de producéo dos cartdes. As aparas pos-consumo apresentaram maiores teores
de 6leo mineral (305,7 mg/kg para MOSH e 187,2 mg/kg para MOAH) do que as
aparas pré-consumo (41,5 mg/kg para MOSH e 50,9 mg/kg para MOAH). Foi
observado que mesmo os cartbes 100% fibra virgem apresentaram 6leo mineral
(14,5 - 21,4 mg/kg para MOSH e 16,0 — 22,5 mg/kg para MOAH).

Palavras-chave: MOSH; MOAH: cartdo; material reciclado; SPE-GC-FID off-
line, PTV (LVI).
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ABSTRACT

Mineral oil is composed of saturated (MOSH) and aromatic (MOAH)
hydrocarbons and may be present in printing inks used in food packaging.
Cellulosic packaging made from recycled material may contain significant
portions of mineral oil. MOSH consist of straight or branched alkanes and
cycloalkanes substituted with alkyl groups, whereas MOAH include mainly alkyl
substituted polyaromatic hydrocarbons. The main sources of mineral oil
hydrocarbons (MOH) in foods are food packaging and additives, processing aids
and lubricants. MOSH of 16 carbon (C16) to 35 carbon (C35) can accumulate in
different human tissues including the spleen, liver, lymph nodes, and adipose
tissue, and can cause micro granulomas. MOAHS with three or more unalkylated
or poorly alkylated aromatic rings can be mutagenic and carcinogenic and are
therefore a matter of concern. There are no studies on the presence and
guantities of MOH in food contact packaging materials in Brazil. This study aimed
to establish a method of MOH determination to monitor the presence of these
substances on cardboards made with different pre and post-consumption scrap
contents. The method was based on the BfR (2012) method, which uses a nitrate
/ silica gel activated solid phase extraction cartridge for pre-separation, and GC-
FID for the quantification of the MOSH and MOAH fractions. The method proved
to be suitable for the analysis of recycled and virgin cardboard, as well as pre and
post-consumption scrap. In cards made from recycled material, the determined
mineral oil concentrations were 13.1 — 36.9 mg / kg for MOSH and 29.1 — 50.8
mg / kg for MOAH, and these values vary depending on the time of production of
the material. The post-consumption scrap had higher mineral oil content (305.7
mg / kg for MOSH and 187.2 mg / kg for MOAH) than pre-consumption scrap
(41.5 mg / kg for MOSH and 50.9 mg / kg for MOAH). Even 100% virgin
cardboards had mineral oil contents (14.5 — 21.4 mg / kg for MOSH and 16.0 —
22.5 mg / kg for MOAH).

Key words: MOSH; MOAH; cardboard; recycled material; SPE-GC-FID off-line,
PTV (LVI).
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1. INTRODUCAO

Com o proposito de atender a objetivos econémicos, ecologicos e de
sustentabilidade, as embalagens celulésicas sdo largamente produzidas com
papel reciclado. As caixas de cartédo feitas de material reciclado podem conter
porcdes significativas de 6leo mineral. O 6leo mineral € composto por
hidrocarbonetos saturados (MOSH) e arométicos (MOAH) e pode estar presente
em tintas de impressdo usadas em embalagens de alimentos
(BUNDESINSTITUT FUR RISIKOBEWERTUNG BUNDESINSTITUT FUR
RISIKOBEWERTUNG, 2009).

Devido ao fato dos componentes da tinta de impressdo nao serem
completamente removidos durante a reciclagem do papel para producdo da
embalagem celulésica, os componentes do 6leo mineral podem ser encontrados
em papel reciclado em quantidades significativas. Segundo Biedermann e Grob
(2010) o cartdo com fibras recicladas, ndo impresso, pode conter cerca de 300
a 1000 mg/kg de componentes de Oleo mineral de até C28. Portanto, se
alimentos secos, como arroz e macarrao, sao acondicionados em embalagens
celulésicas feitas de material reciclado, € possivel que ocorra a migracdo de
componentes do Oleo mineral da embalagem para o alimento. Os
hidrocarbonetos de cadeia curta sdo mais facilmente absorvidos pelo organismo.
Estudos com animais demonstraram que os componentes do 6leo mineral sao
absorvidos pelo corpo e armazenados em varios 6rgaos, em particular, no figado
e nos ganglios linfaticos (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2012).

Em 2012, o Painel Cientifico de Contaminantes na Cadeia Alimentar
(painel CONTAM) da European Food Safet Authority (EFSA) (Autoridade
Europeia para a Seguranga dos Alimentos) concluiu que o impacto potencial dos
diversos grupos de hidrocarbonetos de 6leo mineral (MOH) na saude humana é
muito variavel. Os MOAH podem atuar como substancias carcinogénicas e
genotoxicas. Ja alguns MOSH séo suscetiveis de se acumular nos tecidos
humanos e podem produzir efeitos adversos no figado. Alguns MOAH sé&o
considerados mutagénicos e carcinogénicos, por isso é importante que seja feito
um monitoramento dos MOH de modo a compreender e conhecer melhor a
presenca de MOSH e MOAH nos alimentos, principalmente naqueles que mais

contribuem para a exposi¢cao da populagcéo a essas substancias. Tendo em vista

1



a suspeita de que a migracao a partir de materiais em contato com alimentos,
como as embalagens celuldsicas, contribui significativamente para a exposicéo
total do consumidor, o monitoramento deve incluir também o material de
embalagem (COMISSAO EUROPEIA, Recomendacdo UE 2017/84).

Em 16 de janeiro de 2017, foi publicado no Jornal Oficial da Uniéao
Europeia a Recomendacao (UE) 2017/84 da Comissdo Europeia relativa ao
monitoramento de hidrocarbonetos de o6leos minerais nos alimentos e em
materiais e objetos destinados a entrar em contato com alimentos. Segundo a
Recomendacéao, os Estados-Membros deveriam monitorar a presenca dos MOH
nos alimentos e nos materiais em contato com esses alimentos entre 2017 e
2018, com a participacao ativa das empresas do setor de alimentos bem como
dos fabricantes, transformadores e distribuidores de materiais em contato com

alimentos e de outras partes interessadas.

N&o ha limites estabelecidos para MOSH e MOAH na Resolucéo n° 88 de
29 de junho de 2016, que aprova o regulamento técnico sobre materiais,
embalagens e equipamentos celuldsicos destinados a entrar em contato com
alimentos e da outras providéncias, (BRASIL, 2016). Ainda ndo existem estudos
no Brasil sobre a presenca e quantidade de MOH em materiais destinados a
entrar em contato com alimentos. Portanto, este trabalho tem como objetivo
principal estabelecer um método para determinacdo de MOH e monitorar a
presenca destas substancias em cartdes com diferentes porcentagens de fibra
reciclada e em aparas de papel pré e pos-consumo. Todas as amostras foram
fornecidas por uma empresa que recicla papel e produz este material para a

fabricacdo de embalagem celulésica para contato com alimentos.

2. OBJETIVOS
Dar inicio as pesquisas no Brasil quanto a presenca de MOH em

embalagens celuldsicas para contato com alimentos.

Implantar o método para deteccdo e quantificacdo de hidrocarbonetos
saturados (MOSH) e aromaticos (MOAH) de 6leo mineral, presentes em material
celulésico para embalagem de alimentos, com possibilidade de uso do mesmo
para determinacdo de MOH provenientes de poliolefinas, baseando-se no
método do BfR de 2012.



Determinar a concentracdo de MOSH e MOAH em cartbes, com
diferentes porcentagens de material reciclado, que sdo utilizados na fabricagao
de embalagens celuldsicas para alimentos.

Determinar a concentragcdo de MOSH e MOAH em aparas pré e pos-

consumao.

Avaliar a influéncia da época de producéo dos cartdes e do tipo de apara,

pré e pds-consumo, no teor de 6leo mineral encontrado no material.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Introducéo

Frequentemente subestimada, a contaminacdo de alimentos por
hidrocarbonetos de 6leo mineral pode ser uma ameaca aos consumidores.
Diferente de outros xenobidticos, como os pesticidas, para os quais a fonte e seu
emprego sao estritamente regulamentados, a fonte de contaminacdo por
hidrocarbonetos de 6leo mineral pode ser dificil de prever ou até mesmo
inesperada, e muitas vezes nao é regulamentada por lei. Esta contaminacao
pode ocorrer em qualquer estagio da producdo de alimentos, como
contaminagcdo em campo, praticas agricolas, processos de transformacédo
(doméstico e industrial) de alimentos e migracdo a partir de materiais de
embalagem (EFSA, 2012; PURCARO; BARP; MORET, 2016). Esta revisédo
tratara de uma das principais classes de hidrocarbonetos que € a originaria de

processos petrogénicos.

O processo petrogénico consiste na transformagdo diagenética
(processos geoldgicos de baixa temperatura que sucedem a deposicdo de
sedimentos formando rochas sedimentares — litificacdo) de grande parte do
material vegetal depositado no fundo na crosta terrestre, formando o petréleo
bruto, do qual séo obtidos diferentes produtos petroliferos para uso humano
através de processos de destilacdo e diversas etapas de refino. Durante o
processo de refinamento os produtos petroliferos sdo enriquecidos com
hidrocarbonetos deixando no residuo a maior parte da matéria bruta inorganica
e outros tipos de compostos organicos contendo enxofre, nitrogénio e oxigénio
(EFSA, 2012).



Hidrocarbonetos de petréleo ou hidrocarbonetos de 6leo mineral (MOH)
sdo uma mistura muito complexa de isdmeros relacionados principalmente a
duas classes de compostos: hidrocarbonetos saturados de éleo mineral (MOSH)
e hidrocarbonetos aromaticos de Oleo mineral (MOAH). Os MOSH incluem
hidrocarbonetos alifaticos, lineares e ramificados (alcanos e isoalcanos, também
chamados de parafinas e isoparafinas), e compostos ciclicos (cicloalcanos ou
naftenos) com possivel alquilagcéo lateral. Os MOAH incluem um ou mais anéis
de benzeno como componentes estruturais, mas 0s anéis de benzeno alquilados
sdo predominantes em relacdo aos nao-alquilados, diferentemente dos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA’s) que sao de origem pirogénica
(EFSA, 2012; PURCARO; BARP; MORET, 2016).

Durante a combustao da matéria organica (processo pirogénico), todos os
compostos contendo carbono e hidrogénio sdo parcialmente divididos em
pequenos fragmentos instaveis (pirdlise), principalmente radicais, que se
recombinam (pirossintese) para formar compostos ciclicos relativamente
estaveis com 2-7 anéis de benzeno fundidos em diferentes configuragdes. No
entanto, a composic¢ao dos HPA's, originarios da combustao, também chamados

de HPA’s parentais, é notavelmente diferente daqueles produzidos pelo
processo petrogénico (MOAH) (PURCARO; BARP; MORET, 2016).

A classe de contaminantes de origem petrogénica, MOH, que pode
contaminar alimentos através de diferentes fontes, sera discutida a partir de sua
fonte e ocorréncia nos alimentos, sua toxicidade e legislacdo, além das

abordagens analiticas propostas.

3.2. Origem dos hidrocarbonetos de 6leo mineral (MOH)

Os hidrocarbonetos de 6leo mineral (MOH) ocorrem nos alimentos tanto
como resultado de contaminagdo quanto como resultado de varias utilizacdes
intencionais na producao de alimentos. S&o derivados principalmente da
destilacao do petrdleo bruto, mas também séo produzidos sinteticamente a partir
de carvao, gas natural e biomassa. Eles entram em contato com alimentos
através de varias fontes, como a contribuicdo ambiental do ar ou do ecossistema
aguatico, maquinas durante a colheita e processamento, auxiliares de

processamento e materiais em contato com alimentos (principalmente
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embalagens). A composicao dos MOH varia muito: os 6leos de grau alimenticio
(largamente usados na industria alimenticia) sdo declarados livres de MOAH,
mas a maioria das outras fontes contém 10-30% de MOAH (EFSA, 2012). Além
disso, a massa molecular varia ao longo de uma ampla gama, desde diluentes
bastante volateis até 6leos lubrificantes, influenciando o modo de contaminacao
de alimentos por MOH, através do contato direto ou através da fase gasosa (para
hidrocarbonetos volateis) (PURCARO; BARP; MORET, 2016). Uma
contaminacéo de fundo frequentemente visivel em material vegetal e alimentos
de origem vegetal deriva de material particulado proveniente de combustéo
incompleta de 6leo diesel, 6leo lubrificante (6leo de motor ndo queimado emitido
por veiculos motorizados), detritos de estrada e alcatrdo (NEUKOM et al., 2002).
Alimentos processados podem ser contaminados com 6leos minerais de grau
alimenticio (tratados para eliminar MOAH), amplamente utilizados na industria
de alimentos como lubrificantes, agentes desmoldantes, supressores de poeira
para graos ou alimentos para animais, revestimentos de protec&o para frutas e
vegetais crus e em alguns casos como aditivos (ceras microcristalinas utilizadas,
por exemplo, como agentes de revestimento em produtos de confeitaria e carne
congelada) (EFSA, 2012). Materiais em contato com alimentos sao outra fonte
importante de contaminacéo e, em particular, papel, cartdo e papelao (ondulado)
reciclado usado como embalagem para varios alimentos secos (como massas,
arroz, mas também alimentos de panificacdo) e tintas de impresséo a base de
6leo mineral (BIEDERMANN; GROB, 2012b).

Em 2012, o Painel da EFSA sobre “Contaminantes na Cadeia Alimentar”
(Painel CONTAM) emitiu um parecer cientifico sobre os hidrocarbonetos de
6leos minerais em alimentos, atendendo a um pedido da Comisséo Europeia. O
painel identificou varias fontes para a ocorréncia de MOH em alimentos. Dentre
as fontes referentes aos materiais em contato com alimento, estdo os materiais
de embalagem feitos de papel e cartdo reciclado, as tintas de impressao
aplicadas ao papel e cartédo, os MOH utilizados como aditivos na fabricagéo de
plasticos, por exemplo, os lubrificantes internos em poliestireno, poliolefinas, os
adesivos utilizados em embalagens, papel e cartdo com cera, e sacos de juta ou
de sisal acrescidos de doses de 6leo mineral (COMISSAO EUROPEIA,
Recomendacgédo UE 2017/84).



Para os 0leos minerais de média e baixa viscosidade (mais relevantes
como contaminantes em alimentos), foram especificadas trés classes de acordo
com o JECFA (do inglés: The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives) (2002): Os oOleos minerais de Classe | sdo os de massa molecular
meédia entre 480 e 500 Da, com numero de carbonos (a 5% do ponto de
destilagcédo) = 25; os de Classe Il sdo os de massa molecular média entre 400 e
480 Da com numero de carbonos (a 5% do ponto de destilagao) = 22; por fim, os
de Classe Il s&o os de massa molecular média entre 300 e 400 Da com namero
de carbonos (a 5% do ponto de destilagdo) = 17 (BIEDERMANN; GROB, 2010;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002).

O JECFA havia estabelecido, em 2002, uma ingestdo diaria aceitavel
temporaria (IDA) de 0,01 mg / kg de peso corporal para 6leos minerais das
Classes Il e lll, livres de MOAH. Os MOSH correspondentes aos 6leos das
Classes Il e 11l sdo os mais frequentemente detectados nos alimentos. Para 6leos
de Classe |, foi estabelecida uma IDA de 10 mg / kg de peso corporal (WHO,
2002).

Em 2009, o Instituto Federal Aleméao de Avaliacéo de Riscos (BfR) avaliou
as conclusdes sobre a transferéncia de MOH de embalagens de cartdo reciclado
para alimentos a qual foi atribuida ao uso de jornais em reciclagem (BfR, 2009).
Os MOH tinham comprimentos de cadeia de até C25 e continham 10 - 25% de
MOAH. O BfR concluiu que, devido: 1) a elevada fracdo de MOAH e a possivel
existéncia de substancias carcinogénicas nesta fracdo; 2) a alta taxa de
transferéncia de MOH para alimentos; 3) a acumulacdo de MOH em tecidos
humanos; 4) a IDA temporaria de grupo do JECFA de 0,01 mg / kg p.c. para
Oleos minerais de classe Il e lll de viscosidade baixa e intermédia, livres de
MOAH (WHO, 2002) - havia uma necessidade urgente de minimizar a
transferéncia de 6leos minerais de embalagens de cartdo reciclado para os

alimentos.

3.3. Classes de MOH relevantes para a seguranca de alimentos

O 6leo mineral consiste em misturas complexas de hidrocarbonetos,
principalmente saturados como as parafinas (alcanos de cadeia linear ou

ramificada) e os naftenos (alcanos saturados ciclicos), coletivamente
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classificados como hidrocarbonetos saturados de 6leo mineral (MOSH), e
hidrocarbonetos aromaticos de 6leo mineral (MOAH), que sdo 97-99% alquilados
e consistem num numero enorme de componentes (BIEDERMANN; FISELIER;
GROB, 2009).

O termo alcano é usado para se referir tanto as parafinas quanto aos
naftenos. O termo MOH exclui os hidrocarbonetos que ocorrem naturalmente
nos alimentos (principalmente n-alcanos com numeros impares de carbonos, de
C23 a C35, e hidrocarbonetos de origem terpénica) e hidrocarbonetos
oligoméricos liberados a partir de poliolefinas (constituidas em grande parte por
alcanos ramificados) (EFSA, 2012).

A EFSA, 2012 identifica trés classes principais de compostos de MOH

relevantes para a seguranca de alimentos:
Alcanos, ramificados e ndo ramificados (parafinas);

Ciclo-alcanos, principalmente ciclo-pentanos e ciclo-hexanos, alquilados

e ndo alquilados, sistemas com um, dois ou mais anéis saturados (naftenos);

Aromaticos, sistemas com um, dois ou mais anéis aromaticos, incluindo

alquil-substituidos.

3.4. Dados toxicolégicos de MOH

Ingestdo, exposicdo dérmica e inalacdo sdo as vias de exposicao mais
estudadas para os MOSH e MOAH (EFSA, 2012; PURCARO; BARP; MORET,
2016).

Os 6leos minerais obtidos de produtos petroliferos ndo refinados (6leos
para motores, Oleos hidraulicos, etc.) podem conter grandes quantidades de
hidrocarbonetos aromaticos (principalmente alquilados) e por isso sao
classificados como carcinogénicos para humanos (INTERNATIONAL AGENCY
FOR RESEARCH ON CANCER, 1987). Sendo assim, a toxicidade do oleo
mineral depende da distribuicdo molecular de hidrocarbonetos e da presenca de
MOAH, que representam a fracdo mais toxica. Um estudo recente sobre MOH
em tintas de impressdo relatou um efeito xenoestrogénico e genotdxico,

juntamente com uma potencial atividade disruptora endocrina, principalmente
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devido a fracdo aromatica (TARNOW et al., 2016). J& a toxicidade de MOSH é
controversa, porém o fato de elas tenderem a se acumular nos tecidos em
qguantidades que estdo inversamente relacionadas ao comprimento de sua
cadeia de carbono é bem conhecido (SCOTTER et al., 2003; CONCIN et al.,
2008; PURCARO; BARP; MORET, 2016).

Na opinido sobre MOH em alimentos, publicada pela EFSA em 2012, os
MOAH foram considerados mais toéxicos do que os MOSH, devido a presenca
dos anéis de benzeno. Os MOAH com trés ou mais anéis aromaticos alquilados
ou pouco alquilados podem ser mutagénicos e carcinogénicos e, portanto, sdo
potencialmente preocupantes. Os MOSH de C16 a C35 podem se acumular em
varios tecidos, incluindo adiposo, linfonodos, baco e figado, e causar micro
granulomas, que séo gotas contendo MOSH cercado por proteinas (BARP et al.,
2014). Nao foram indicados valores de ingestdo diaria toleravel (IDT) para
MOAH, uma vez que nenhuma dose segura pode ser definida para compostos
genotdxicos, e nem para MOSH devido a dados insuficientes, particularmente no
que diz respeito a acumulacéo. A exposicdo estimada variou de 0,03 a 0,3 mg
de hidrocarbonetos saturados (MOSH) por quilograma de peso corporal com a
alimentacdo diaria. Isto significa que um adulto de 60 kg de peso corporal pode
ser exposto a 18 mg de MOSH por dia, totalizando até 6,6 g por ano, ja as
criancas podem estar mais expostas a esta ingestdo. A ingestdo de
hidrocarbonetos aromaticos (MOAH) é estimada pela EFSA como sendo de
cerca de 20% dos valores de MOSH, isto é, entre 0,005 e 0,06 mg por kg de
peso corporal (EFSA, 2012; BARP et al., 2014; JAMNICKI et al., 2015).

Até entdo as avaliacdes toxicologicas haviam sido baseadas em estudos
de 90 dias com ratos Fischer 344 (GROB, 2014). Para os 0leos especificados
como classes Il e Il (WHO, 2002), a formagcdo de granulomas (ou micro
granulomas) foi observada em doses elevadas. Nos linfonodos mesentéricos
(MLN) de ratos, esses granulomas as vezes chegaram a causar inflamacdes. Foi
argumentado que tais inflamacdes ndo foram observadas em outras cepas de
ratos nem em outras espécies e que a formacdo de granulomas nao era
especifica, adaptativa e nem progrediu para efeitos patolégicos mais severos.
Em experiéncias anélogas, ndo se observou formacdo de granuloma ou outro

efeito para os 6leos minerais de Classe |. O uso de dados obtidos através de
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experiéncias com animais para a avaliacdo da seguranca humana enfrenta
incertezas. Entre outras diferencas, os testes em animais duram muito menos
tempo do que a vida humana e, portanto, a acumulacdo ndo é devidamente
refletida. Além disso, em nenhum dos testes com animais foi atingida, no tecido,
uma concentracdo em estado estacionario para MOSH. Também é
desconhecido se a formacgdo de granulomas € meramente determinada pela
concentracdo de MOSH em um tecido e/ou se é devida a outros fatores (BARP

et al., 2014).

Os Oleos minerais presentes em cartdo reciclado e tintas de impressao
sao tipicamente centrados entre C18 e C23 e, assim, caem em classes para as
quais o JECFA estabeleceu uma ingestéo diaria aceitavel (IDA) de 0,01 mg / kg
de peso corporal (BIEDERMANN; GROB, 2010; WHO, 2002). Usando
convencdes geralmente aplicadas, isto €, para 60 kg de peso corporal humano
e 1 kg de alimento contaminado com uma dada substancia, sendo consumido
diariamente, o limite de migracdo especifica para estes 6leos seria 0,6 mg / kg
de alimento. Esta avaliacdo pressupde 6leos encontrados em cartdo reciclado
que, em geral, conttm de 15 a 25% de compostos aromaticos,
predominantemente com 1 a 3 anéis aromaticos como demonstrado por

Biedermann e Grob (2010), em andlises bidimensionais CG-CG.

A absorcao de alcanos pode ocorrer através do sistema linfatico. Para n-
e ciclo-alcanos a absorcao varia de 90% para C14-C18 a 25% para C26-C29. A
absorcado diminui ainda mais com o aumento do nimero de carbonos, até acima
de C35 quando é desprezivel. Dados limitados sugerem que os ciclo-alcanos
sdo absorvidos em niveis semelhantes aos n-alcanos de peso molecular
comparavel, enquanto a absor¢cao de alcanos ramificados € ligeiramente menor.
Os alcanos séao inicialmente oxidados em seus alcoois graxos correspondentes
pelo sistema citocromo P450, subsequentemente biotransformados em &cidos
graxos e, em alguns casos, sujeitos a via de oxidagéo -normal. Esta reagéo é
mais rapida para n-alcanos do que para alcanos ramificados e ciclo-alcanos.
Devido a baixas taxas de biotransformacédo, em particular para alguns alcanos
ramificados e ciclo-alcanos, MOSH com numero de atomos de carbono entre 16
e 35 podem acumular em diferentes tecidos, incluindo tecido adiposo, ganglios

linfaticos, baco e figado. Embora existam informagbes limitadas sobre a
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toxicocinética de MOAH, os dados disponiveis indicam que estes compostos séo
bem absorvidos e rapidamente distribuidos em todos os érgdos. Os dados
também indicam que os MOAH sdo extensivamente metabolizados e né&o
bioacumulam. A concentracdo de MOSH em tecidos humanos (principalmente
nodulos linfaticos, figado, baco e tecido adiposo) demonstra que a acumulacao
destes compostos, principalmente os ramificados e ciclo-alcanos, ocorre em
seres humanos (EFSA, 2012).

Todos os MOH s&o mutagénicos a menos que sejam tratados
especificamente para remover os MOAH. A mutagenicidade do MOH é causada
principalmente por MOAH de 3-7 anéis, incluindo HPA’s que sdo n&o-alquilados.
Estes HPA's sdo formados principalmente pelo aquecimento do Oleo, e
consistem numa fragdo menor de MOAH. Muitos MOAH com trés ou mais anéis
aromaticos e pouca ou nenhuma alquilacdo, e analogos contendo heterociclicos,
podem ser ativados por enzimas P450 em carcinogénicos genotoxicos
quimicamente reativos. MOSH néo sao carcinogénicos, embora os MOSH de
cadeia longa possam atuar como promotores de tumores em doses elevadas.
Alguns MOAH altamente alquilados podem também atuar como promotores de
tumores, mas eles préprios ndo sdo carcinogénicos. Alguns MOAH simples,
como o naftaleno, sao carcinogénicos por um modo de acdo nao genotdxico,

envolvendo citotoxicidade e regeneracao proliferativa (EFSA, 2012).

Barp et al. (2014) realizaram uma pesquisa na qual foram determinados
os hidrocarbonetos de 6leo mineral em tecido adiposo subcutaneo, linfonodos
mesentéricos (MLN), baco, figado e pulmao coletados de 37 individuos com
idade entre 25 e 91 anos (média 67 anos), sendo 11 do sexo feminino e 26 do
sexo masculino, durante a autopsia na Universidade Médica de Viena. A partir
de 14 desses individuos, 5 do sexo feminino e 9 do sexo masculino, também
foram coletados tecidos cerebrais, cardiacos e renais. Nao foram detectados
hidrocarbonetos aromaticos de 6leo mineral (MOAH). A concentracdo média de
hidrocarbonetos saturados de 6leo mineral (MOSH) foi de 223 mg / kg nos
linfonodos mesentéricos, 131 mg / kg no figado, 130 mg / kg em tecido adiposo,
93 mg / kg no bago e 12 mg / kg nos pulmdes. Em rim, coracdo e cérebro as
concentragcbes médias de MOSH foram insignificantes. Os maximos,

encontrados em MLN e baco, foram 1390 e 1400 mg / kg, respectivamente. Um
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quarto dos individuos apresentou uma quantidade total de MOSH no corpo acima
de 5 g e as concentragBes em o6rgaos ativos (baco e MLN) atingiram 1,4 g / kg.
Estes resultados mostram que as concentragdes de MOSH nos tecidos humanos
sao muito superiores as extrapoladas a partir de experiéncias com animais e de
exposicdo estimada, possivelmente devido a maior exposicdo e forte
acumulacao de alguns constituintes dos MOSH. De fato, as concentracfes se
aproximam das dos animais expostos a dose mais alta, indicando que quase nao
ha margem de seguranca. Apesar desse resultado ndo ser necessariamente um
indicativo de problema de salude, uma avaliacdo toxicoldgica cuidadosa mostra-

se necessaria.

A avaliacdo toxicoldgica atual de varios tipos de MOSH baseia-se
principalmente em intervalos de massa molecular (aproximados pelos tempos de

retencdo em CG).

3.5. Legislagcéo

Atualmente ndo ha limites legais no Brasil e no mundo para o conteudo
de 6leos minerais, tanto em embalagens como em alimentos. Os limites
temporarios da Europa para os O6leos minerais brancos descritos nas

recomendacdes do BfR baseiam-se na acumulacdo nos tecidos.

Como os MOSH de intervalo de numero de carbonos variando de C10 a
C16 (essencialmente solventes) ndo sdo acumulados no corpo humano,
possivelmente devido a sua volatilidade, o Instituto Federal Alemao de Avaliacdo
de Risco (BfR) estabeleceu, em 2011, um limite temporéario de 12 mg/kg de
alimento para estes. Em 2012, o BfR adicionou um limite de 4 mg/kg para MOSH
variando de C17 a C20 referente a acumulacao insignificante em figado de rato
0 que também se aplica ao figado humano, mas néo a outros tecidos humanos
(BARP et al., 2014; GROB, 2014).

Em junho de 2012, a EFSA publicou uma Opinido sobre os MOH em
alimentos considerando os valores de ingestdo diaria aceitavel (IDA),
previamente estabelecidos, pelo Comité Conjunto de Especialistas da FAO /
OMS sobre Aditivos Alimentares (JECFA) como validos (EFSA, 2012). Apos esta
publicacdo, o JECFA retirou a IDA temporaria de 0,01 mg/kg p.c. para as classes
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Il e 1l de dleos minerais isentos de MOAH especificados em 2002 (WHO, 2002;
WHO, 2012), dos quais foi proposto um limite de 0,6 mg/kg para MOSH e 0,15
mg/kg para MOAH em alimentos (PURCARO; BARP; MORET, 2016).

Em maio de 2013, o Ministério Alemé&o de Nutricdo, Agricultura e Protecéo
ao Consumidor (BMELV) publicou uma proposta que visava regulamentar os
contaminantes de 6leo mineral em papel e materiais para contato com alimentos,
sugerindo que n&o deveria haver migracdo de MOH de C10-C25 do papel para
os alimentos (PURCARO; BARP; MORET, 2016). Em julho de 2014, um novo
projeto de lei estabeleceu limites maximos para residuos de 6leo mineral em
embalagens de alimentos feitas de papel, cartdo ou papeldo de fibras recicladas.
Estabeleceu-se limites maximos para MOSH (24 mg/kg) e para MOAH (6 mg/kg)
na faixa C16—C25 para contato com alimentos secos e nédo oleosos ou C16-C35
para contato com alimentos Umidos. Quando os limites maximos nos materiais
de embalagem séo excedidos, uma embalagem ainda pode ser aprovada se 0s
valores de migragéo para alimentos ndo excederem 2 mg/kg para MOSH C20-
C35 e 0,5 mg/kg para MOAH C16-C35 (BMELV, 2014; PURCARO; BARP;
MORET, 2016).

3.6. Métodos Analiticos de Determinacao de MOH
3.6.1. Oleos Minerais

Os 6leos minerais sdo misturas complexas de MOSH e MOAH, que néo
podem ser separadas individualmente como picos Unicos, por isso nao € possivel
definir padrdes certificados de aplicabilidade geral. Contudo, € possivel
quantificar a concentracao de fracBes totais de MOSH e de MOAH, bem como
certas subclasses, utilizando métodos baseados em cromatografia gasosa (CG)
com deteccdo por ionizagdo de chama (FID). A contaminacdo por MOSH é
facilmente reconhecivel pela presenca no tragcado cromatografico de uma ou
mais "corcovas" (“humps”) consistindo de um grande numero de picos nao
resolvidos e / ou n-alcanos com uma distribuicdo equilibrada entre
hidrocarbonetos de nimeros pares e impares de carbono. A GC também permite
a caracterizacdo dos produtos de MOH por faixa de massa molecular. A
presenca de n-alcanos endogenos dificulta um pouco a determinacédo de MOSH,

porém esses hidrocarbonetos podem ser facilmente reconhecidos pelo seu
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padrao tipico de picos agudos, no topo da corcova da fracdo MOSH, que
consistem em hidrocarbonetos de nimero impar de carbonos. Para quantificar a
fracdo MOSH, é necessario subtrair a area dos n-alcanos enddégenos da area
total (corcova mais n-alcanos). Também os MOAH formam uma ou mais
corcovas de picos nédo resolvidos com a mesma faixa de volatilidade que os
MOSH, indicando que eles séo originarios da mesma fragdo MOH obtida de um
processo de destilagdo (EFSA, 2012; PURCARO; BARP; MORET, 2016).

A CG é a técnica de separacgdo escolhida porque permite a distingdo entre
0os MOH e os hidrocarbonetos que ocorrem naturalmente nos alimentos. Ela
permite a caracterizacdo dos produtos de 6leo mineral por faixa de massa
molecular, bem como a presenca ou auséncia de n-alcanos, mas esta muito
longe de alcancar a resolucdo em substancias individuais. E potencialmente a
técnica usada para determinar a soma de MOSH e MOAH, com faixas de massas
moleculares especificadas (BIEDERMANN; FISELIER; GROB, 2009; EFSA,
2012). Geralmente sao utilizadas colunas curtas com filmes finos de fase

estacionaria apolar.

O detector de ionizacédo de chama (FID) € o detector escolhido na anélise
de MOH, pois fornece uma resposta virtualmente igual por unidade de massa
para todos os hidrocarbonetos, evitando os problemas de calibracdo
encontrados na espectrometria de massas (EM). Porém, o FID néo é seletivo e
tem modesta sensibilidade, que s&o sérios inconvenientes em vista dos padrées
amplos de picos néo resolvidos de componentes nao identificados formados por
componentes de 6leo mineral (BIEDERMANN; FISELIER; GROB, 2009). Sua
falta de sensibilidade e seletividade deve ser compensada com uma pré-
separacao adequada para garantir que apenas os MOSH ou os MOAH atinjam
0 detector.

A determinacdo analitica de MOH frequentemente inclui uma etapa de
extracdo seguida por uma etapa de purificacdo para isolar hidrocarbonetos da
gordura (quando presente) e para fracionar os MOSH e os MOAH, que de outra
forma co-eluiriam na coluna de GC. A separacdo MOSH / MOAH pode ser
realizada on-line (em uma coluna LC) ou off-line (em uma coluna LC, um

cartucho SPE de extracdo em fase sélida ou em uma coluna de vidro maior
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preenchida com um sorvente). O LC-GC on-line tem as vantagens de explorar
alta eficiéncia de separagéo, permitindo alta taxa de transferéncia de amostras,
reduzindo o consumo de solventes, a manipulagédo da amostra e a perda de
padrées internos (P.l) quantificadores das fracbes MOSH e MOAH, e
aumentando a reprodutibilidade do método. Por outro lado, a sensibilidade &
limitada pela capacidade da coluna LC e sdo necessarios operadores
qualificados e instrumentacdo adequada (PURCARO; BARP; MORET, 2016).

Uma grande parte da andalise de MOH foi conseguida por cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada em linha-GC-FID com colunas de 25 cm x 2
mm de didmentro interno, e a transferéncia de fracdes de HPLC completas (300-
500 uL) em CG foi conseguida por técnicas de evaporagdo especialmente
concebidas. Até 2009, devido as dificuldades com a analise de MOAH, as
aplicacdes em Oleos minerais consideravam a determinagcédo apenas da fracdo

MOSH (muitas vezes sem separacao controlada entre os MOSH e os MOAH).

A silica gel utilizada em HPLC proporciona uma separacdo completa entre
MOSH e MOAH desde que o eluente utilizado, hexano ou pentano, esteja isento
de impurezas polares (BIEDERMANN; FISELIER; GROB, 2009). As parafinas e
os naftenos sdo separados pelo menos parcialmente, mas o método néo foi
elaborado para esta separacao. A separacao critica é entre os naftenos de varios
anéis (MOSH) e os benzenos altamente alquilados (MOAH) (EFSA, 2012).

As revisdes sobre a HPLC acoplada em linha-GC-FID foram publicadas
por Biedermann e Grob. (2012) que determinaram na amostra de arroz embalado
diretamente em uma caixa de papel cartdo impressa, consistindo em grande
parte de fibras recicladas (1 kg de arroz em uma caixa de 45 g), a concentracao
de MOSH e MOAH até C24 e obtiveram 105 e 26 mg /kg de arroz,
respectivamente. On-line HPLC-GC-FID proporciona maior sensibilidade, &
automatizado, evita, como ja citado, manipulagcdes que podem introduzir
contaminantes e reduzir a perda de P.I quantificadores das fragcdes e seus limites
de deteccdo geralmente variam de 0,1 a 2,5 mg/kg, dependendo do teor de
gordura da amostra, mas a instrumentacdo correspondente estd disponivel

apenas em alguns laboratérios.
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A cromatografia liquida (CL) pode separar os MOH em parafinas, naftenos
e arométicos, mas uma vez que ndo existe um detector adequado, é apenas
utilizada para a pré-separacao antes da analise por CG para obter as seguintes
separacoes (EFSA, 2012):

1. Isolamento dos MOH a partir da matriz da amostra;
2. Separacao entre MOSH e MOAH, possivelmente também entre as

parafinas e os naftenos.

3.6.2. Preparo de Amostras Sélidas

A obtencado de dados qualitativos e/ou quantitativos a respeito de um ou
mais componentes de uma amostra € o objetivo de um estudo analitico. A
amostra pode ser um solido, liquido ou um gés e, dependendo do grau de
sofisticacdo e informacéo obtida com os equipamentos disponiveis para analise,
deve ser realizado algum tipo de tratamento antes da introducdo da amostra no
equipamento analitico. Frequentemente, muitas etapas devem ser empregadas
até que uma aliquota da amostra seja introduzida no cromatografo para a
andlise. A finalidade do preparo da amostra é adequar o soluto a ser determinado

as condicdes da técnica e do método a serem utilizados.

Vérias operacbes podem ser necessarias dependendo da natureza da
amostra, da matriz e da concentracdo dos analitos a serem determinados. As
operacdes geralmente envolvidas no preparo da amostra para andlise
cromatografica sdo: reducdo de tamanho e homogeneizagcdo, extracao,
concentracdo ou diluicao e limpeza (clean-up). O preparo da amostra € uma das
etapas mais criticas em uma analise porque envolve maior tempo e cuidado do
analista (LANCAS, 2009).

A remocao do analito da matriz original, transferindo-o para um solvente
apropriado (para sua determinacao) denominada extracéo, € uma das operacdes
mais importantes do preparo da amostra. A extracdo liquido-solido surgiu,
inicialmente, como uma técnica que visava a miniaturizacdo da LC no preparo
de amostra, permitindo o desenvolvimento da extracdo em fase sdlida (SPE,
solid phase extraction) em meados da década de 1970 (LANCAS, 2004;
LANCAS 2009).
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A SPE é uma técnica de separacdo liquido-solido, baseada nos
mecanismos de separacao da cromatografia liquida de baixa pressao, também
conhecida como cromatografia liquida classica. Basicamente, a SPE na sua
forma mais simples e conhecida comporta-se como uma cromatografia liquida
empregando-se uma pequena coluna aberta, usualmente denominada de
cartucho de extracdo, que contém a fase soélida (fase estacionaria em
cromatografia, que pode ser a silica gel, por exemplo). A solugcédo contendo o
analito de interesse € introduzida no topo superior do cartucho e penetra-o por
acado da gravidade. Apés toda fase liquida ser eliminada, o analito retido no
cartucho é eluido com um pequeno volume de solvente (ou mistura de solventes)
de forma a coleta-lo em uma concentracao ja apropriada para analise (LANCAS,
2004), porém pode ser necessaria uma etapa de concentragao (enriquecimento)

da amostra por meio de rota-evaporacao de solvente.

As principais etapas empregadas em SPE visando o isolamento de um
composto (ou classe de compostos) sdo: Condicionamento do cartucho com
solvente adequado, adicdo de uma aliquota do extrato da amostra, lavagem
(descarte de volume morto) e eluicdo (obtencdo dos compostos de interesse).
Dependendo do modo de operacéo (objetivo da SPE) podem ocorrer pequenas

adaptacdes/modificacfes nas etapas envolvidas.

Um dos principais modos de operacdo em SPE é o isolamento de matriz
cujo objetivo é reter, na fase sélida, os interferentes da matriz, em vez do analito
de interesse que passa direto com o solvente da amostra. O analito é coletado
em um frasco adequado e os interferentes sao retidos na fase sélida do cartucho,
que posteriormente € descartada apropriadamente. Este procedimento é,
geralmente, utilizado para clean-up e ndo para a concentracdo de amostras
(LANCAS, 2009).

A adsorcdo é um dos principais mecanismos envolvidos na SPE. A
modalidade de cromatografia liquido-sélido (adsorgéo) consiste em uma coluna
recheada com um solido (fase estacionaria, ou fase sélida em SPE) e uma fase
movel liquida, onde a sorcéo isotérmica (adsor¢céo) refere-se a um aumento da

concentracdo do soluto (que esta em excesso na fase movel), entre as
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superficies das fases moével e estacionaria (ou sélida) (COLLINS; BRAGA;
BONATO, 2006).

Dentre os adsorventes mais empregados a silica gel € o mais comum,
sendo utilizado para propésitos gerais. A silica gel possui uma superficie
ligeiramente acida o que permite a retencdo de compostos basicos. Um dos
problemas com o uso da silica em SPE é o fato de este adsorvente adsorver
facilmente agua proveniente do ambiente do laboratorio ou de solventes, pela
formacao de ligacdes de hidrogénio com os grupos silandis. Assim, a superficie
da silica fica recoberta com moléculas de agua e os sitios em que ocorre este
fenbmeno nado estardo disponiveis para a adsorcdo. Por isso, os adsorventes,
como a silica gel, sdo aquecidos para a dessorcao de 4gua (ativacao) e de outros
materiais adsorvidos. Para a maioria dos sélidos adsorventes um aquecimento
ao redor de 200 °C durante duas horas € suficiente (COLLINS; BRAGA;
BONATO, 2006; LANCAS, 2009).

Apos ter sido escolhido o adsorvente, os eluentes sédo selecionados de
acordo com o seu poder eluente, ou seja, de acordo com sua habilidade de
dessorver do adsorvente as substancias (adsorvatos) nele adsorvidas. Com
fases estaciondrias polares, como a silica gel, a dessorcéo é facilitada se utilizar
um eluente polar e é dificultada quando se usa um eluente de polaridade menor,
ou seja, um adsorvato ficara mais retido no adsorvente se o eluente em uso for
pouco polar (a ndo ser que o adsorvato em questdo seja pouco polar).
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Ao passar através do adsorvente na coluna, a fase movel arrasta consigo
0s componentes da amostra que esta sendo separada por SPE. A velocidade de
movimento descendente de um componente depende de sua adsorcao pela fase
sélida, isto €, quanto mais fracamente o componente estiver adsorvido, mais
rapida sera sua passagem pela coluna (cartucho), e vice-versa. Essa separacao
entre os componentes de uma mistura ocorre devido as diferencas nas forcas de
adsorcao (forcas de disperséo, dipolo-dipolo, dipolo-dipolo induzido e ligacéo de
hidrogénio) entre eles e o0 adsorvente. Para que ocorra uma separagédo completa

a fase moével deve ser fracamente adsorvida pela fase estacionaria, ndo ser
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afetada quimicamente e possibilitar de fato o desenvolvimento de uma corrida

cromatografica, ocasionado por um determinado grau de adsorc¢éo.

Se a separacgao estiver sendo feita no modo de fase normal, com fase
sélida polar, como a silica gel, um aumento na polaridade da fase movel resultara
na eluicdo mais rapida dos componentes da mistura. Pode-se conseguir este
aumento de polaridade da fase movel alterando-se o solvente por outro mais
polar, ou aumentando a proporc¢do do solvente mais polar quando se empregar
uma mistura de dois ou mais solventes (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).
Dos eluentes com baixo ponto de ebulicdo utilizados no procedimento de SPE
do método do BfR (2012) temos o eluente A que é o n-hexano e o eluente B que
€ uma mistura de n-hexano/diclorometano/tolueno (na propor¢cao em volume de
75:20:5), sendo que a ordem crescente de polaridade desses solventes é: n-

hexano < tolueno < diclorometano.

Como os MOH sao contaminantes lipofilicos sollveis em solventes
apolares, a extracdo da amostra deve ter como objetivo retirar 0s
hidrocarbonetos contaminantes da matriz sélida e transferi-los para um solvente
apolar de baixo ponto de ebulicdo, como o0 n-hexano, para maior purificacéo e
concentracdo antes da determinacdo por GC-FID. Uma mistura de n-
hexano/etanol (1:1, v/v) explora bem o poder de extracdo do n-hexano para
hidrocarbonetos (PURCARO; BARP; MORET, 2016).

O primeiro passo da analise de MOSH e MOAH é a obtencdo de uma
solugcéao apropriada para cromatografia gasosa. Em casos simples, como para
matérias-primas ou produtos alimenticios secos, uma extragdo com n-hexano é
suficiente, ja para matrizes complexas como alimentos gordurosos, uma limpeza
eficiente da amostra se faz necesséaria para reduzir os possiveis efeitos de
compostos interferentes. Dependendo da preparacdo de amostra utilizada,
diferentes fatores devem ser levados em consideracao, por exemplo, a obtencao
da extracdao completa de um produto seco depende de sua permeabilidade e de
sua dispersdo para sofrer turgescéncia com o n-hexano. Biedermann e Grob.
(2012) publicaram as diferencas detalhadas na preparacdo da amostra de
alimentos secos, matrizes Umidas, matrizes gordurosas, papeldo, filmes

plasticos e tintas de impresséo.
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A importancia da etapa de preparacdo da amostra na analise de MOSH e
MOAH é muito grande: o método LC-GC-FID fornece apenas corcovas ("humps”)
irregulares de compostos n&o resolvidos. E preciso muita experiéncia para
interpretar corretamente as corcovas de MOSH e MOAH e reconhecer potenciais
resultados falso-positivos pela eluicdo simultdnea de material interferente da
matriz da amostra, caso a limpeza da mesma tiver sido incompleta. Tais grupos

interferentes podem ser, por exemplo:

1. N-alcanos que estao naturalmente presentes em materiais vegetais ou
alimentos. Eles consistem predominantemente de n-alcanos com numeros
impares de carbono (nha faixa de C23-C35) e formam picos isolados bem
formados. Em grandes quantidades, eles podem sobrecarregar o GC fazendo
com que a deteccdo de MOSH nado seja mais possivel (EFSA, 2012;
BIEDERMANN; GROB, 2012 a, b).

2. Hidrocarbonetos saturados oligoméricos de poliolefina (POSH). Eles
estdo presentes em alguns materiais usados para contato com alimentos. Eles
podem ser usados em sacos de plastico, filmes, camadas selaveis por calor (por
exemplo, em sacos de aluminio). Os POSH eluem na separagdo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), ou na extracdo em fase sélida
(SPE), na fracdo MOSH porque eles consistem em grande parte de
hidrocarbonetos ramificados. Na maioria dos casos, é possivel distinguir entre
MOSH e POSH por suas propriedades cromatograficas, conforme descrito por
Biedermann-Brem et al (2012).

3. Olefinas tais como esqualeno, seus produtos de isomerizacao,
esterenos, carotendides, terpenos e outros. Por causa de sua grande largura de
banda polar, eles sdo eluidos na fracdo MOSH ou MOAH (EFSA, 2012;
BIEDERMANN; GROB, 2012 a, b).

4. Lipidios (por exemplo, triglicérides) eluem depois da fragdo MOAH, mas
uma quantidade enorme pode sobrecarregar a coluna LC e reduzir a capacidade
da fase estacionaria para a separacdo MOSH e MOAH (EFSA, 2012;
BIEDERMANN; GROB, 2012 a, b).
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Uma das fases estacionarias mais empregadas em cromatografia em fase
liguida para o isolamento e a purificagdo de substancias organicas de baixa ou
média polaridade é a silica gel. O aumento seletivo do poder de resolucdo deste
adsorvente pela adicdo de impregnantes/aditivos a silica pode contornar uma
eventual dificuldade na resolugcdo de uma mistura mais complexa. Neste
contexto o uso de aditivos como ions prata (Ag*) tem se mostrado muito util na
separacdo de compostos organicos insaturados. A técnica tem sido importante
para a separacao e/ou purificacdo de triterpenos, esteroides, triglicerideos,
lipideos, ferombnios e na resolucdo de misturas de terpenos com estruturas
muito semelhantes (ANDREAO et al., 2010).

A capacidade de retencdo da fase de silica para triglicerideos depende da
polaridade do solvente. Grob et al. (2005) publicaram que a fase mével reduz a
capacidade de retencado de triglicerideos da fase de silica pela adicdo de um
modificador polar (ou menos apolar, diclorometano), usado para facilitar a
eluicdo dos MOAH, ao n-hexano usado como fase movel, (GROB; KAELIN;
ARTHO, 2005). Para etapas de purificagdo manual com foco na fragdo MOAH,
a purificacdo por extracdo em fase sélida (SPE, Solid Phase Extraction) com
silica gel ativada ajuda a reter os triglicerideos (GRUNDBOCK et al., 2010).

Os fenbmenos envolvidos nas interacbes que regem a diferenca de
afinidades entre os analitos e os ions Ag* impregnados na fase estacionaria de silica
gel séo, em ordem crescente de prioridade, os seguintes: a formacéo de complexos
com ligagOes insaturadas, interagdes com grupos funcionais polares que contém
hetero-atomos hidrogenados (OH, NH2 e COzH), e interagbes com outros grupos
polares. No caso das ligacdes multiplas entre &tomos de carbono, fatores como a
conjugacdo, densidade eletrdnica e impedimento estéreo sdo importantes na
interacdo do analito com a fase estacionaria (fase sélida em SPE). Compostos com
ligacBes multiplas conjugadas e com maior densidade eletrénica nestas ligages
tendem a formar os complexos mais estaveis e, portanto, a possuir maior afinidade
pela fase estacionaria, tendo assim um maior tempo de retencdo na coluna.
Complementarmente, os compostos com ligacdes mudltiplas isoladas, e que
possuem maior restricdo estérea e menor densidade eletrbnica, tendem a ser

menos retidos que os primeiros (ANDREAO et al., 2010).
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Uma técnica amplamente aplicada desde a década de 1960 para facilitar a
separacao de compostos organicos (como os MOH) é o uso de nitrato de prata
como suporte de cromatografia. O principio fundamental do uso de silica gel
impregnada com ions Ag* para separar MOSH de MOAH ¢é baseado no fato de o
ion de prata (Ag*) agir como um aceptor de elétrons 1 e se ligar a um doador de
elétrons 1 contido dentro das moléculas a serem separadas formando complexos
polares de forma reversivel, e aquelas moléculas que ndo contém um doador 11 (ou
as que possuem menos doadores 1) eluirdo mais rapido, proporcionando uma
separacao que de outro modo seria inatingivel (por exemplo, a separacao entre um
alcano e um alceno) (MANDER; WILLIAMS, 2016).

Assim, como as liga¢cdes duplas de porc¢des alifaticas e aromaticas podem
fornecer elétrons 1 para os ions de prata, aquelas moléculas com ligagdes
duplas, tais como olefinas, lipidios insaturados e contaminantes MOAH irdo se
complexar com a prata. Por outro lado, os MOSH que néo contém doadores de
elétrons irdo eluir mais rapido. Além disso, a silica gel possui polaridade
apreciavel e absorve triglicerideos substancialmente. Os MOSH com
propriedade nédo polar também s&o eluidos com a fase mével (n-hexano,
principalmente). Portanto, a retencéo de silica gel ativada/Ag* é a complexacéo
de ions prata com as ligacGes duplas e a interacéo da silica gel com os lipidios
(LI et al., 2016), o que ajuda na purificagdo das fracbes MOSH e MOAH das

amostras.

3.6.3. Determinacédo Analitica

Técnicas de Infravermelho (V)

Por muitos anos a espectroscopia de infravermelho (V) foi usada para
medir a quantidade de 6leo na 4gua. Os métodos baseados em IV tém como
vantagens a simplicidade, rapidez e o0 menor custo, mas ndo séo capazes de
fornecer informagdes sobre o tipo de contaminacdo por hidrocarbonetos.
Alcanos, cicloalcanos e arenos tém sensibilidades bastante diferentes na
determinacdo por espectrometria de infravermelho, levando a alta incerteza
relativa para os contaminantes em aguas naturais e residuais. Outra fonte de

incerteza é a incompatibilidade da composicéo da mistura de hidrocarbonetos na
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amostra e na substancia padrdo usada para calibracdo unidimensional
(PURCARO; BARP; MORET, 2016).

Técnicas de Cromatografia Liquida e Cromatografia Gasosa (LC-GC)
on-line para determinagdo de MOSH e MOAH

O método mais adequado para determinacao rapida de 6leos minerais em
diferentes alimentos é a LC-GC on-line. Esse método tem sido amplamente
utilizado para analise de hidrocarbonetos saturados e sé recentemente foi
aplicado para analises de rotina de MOSH e MOAH. A escolha da interface
depende da necessidade de evitar perdas de volateis e da dimensao da fragédo
que precisa ser transferida (sensibilidade necesséaria) (PURCARO; BARP;
MORET, 2016).

Lorenzini et al. (2010) desenvolveram um método para a extracdo de
MOSH e MOAH a partir de papel-cartdo, com base na extracdo classica de
solventes (SE). De acordo com este método, o 6leo mineral do papel-cartdo é
extraido com uma mistura de hexano / etanol (1:1 v/v), capaz de assegurar bons
rendimentos de extracdo e uma limitada extracdo de materiais de alto ponto de
ebulicdo que perturbam a analise de CG. O etanol é entédo separado pela adicdo
de uma quantidade apropriada de agua, e a fase de hexano é usada para analise
num equipamento HPLC-GC-FID on-line.

No total, caixas de papel-cartdo de 102 produtos foram amostradas dos
mercados suico e italiano, sendo 66 em cartdo constituido, principalmente, de
fibras recicladas e 36 em cartdo constituido de fibras virgens (de polpa quimica
ou mecanica). Os cartdes impressos foram analisados para MOSH e MOAH até
o tempo de retencdo de C24, uma vez que experimentos de evaporacao
mostraram que hidrocarbonetos eluidos até cerca de C24 s&o suficientemente
volateis para migracéo relevante em alimentos secos. Para a fracdo de MOSH
(<C24) medida no cartao reciclado impresso, as concentragdes variaram de 50
a 3800 mg/kg, com uma média de 626 mg/kg e uma mediana de 350 mg/kg. As
concentracbes de MOAH, nao relatadas, relacionadas a soma de MOSH e
MOAH contidos em 6leo mineral variaram de 16% a 28% com média de 19%.
Nove dos 36 cartdes impressos constituidos de fibras virgens continham menos

de 10 mg/kg de MOSH. No entanto, as concentracdes atingiram até 1900 mg/kg
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(mediana de 50 mg/kg). As concentracdes de MOAH variaram de 5% a 22% com
uma média de 15% (LORENZINI et al., 2010).

Moret et al. (2013) otimizaram um método de extracdo liquida
pressurizada (PLE), seguido de andlise por LC-GC-FID on-line, para
determinacao rapida de 6leo mineral em papel e amostras de papel destinadas
ao contato com alimentos. O método envolve extracdo com hexano e utiliza altas
temperaturas e pressdes para que a extracao de analitos a partir de amostras
sélidas seja rapida e eficiente, permitindo minimo consumo de solvente e minima
manipulacdo da amostra. Os resultados obtidos com este método foram
comparados com os obtidos pelo método utilizado por Lorenzini et al (2010)
sendo, de fato, semelhantes. Um exemplo de comparacdo feita entre os
resultados obtidos com extracdo liquida pressurizada (PLE) e extracao classica
de solvente (SE) foi realizado com uma amostra de cartdo reciclado nédo
impresso, sendo para MOSH (C10-C35): 622 + 22 mg/kg (PLE) e 643 + 28 mg/kg
(SE); para MOAH (C10-C35): 59 + 3 mg/kg (PLE) e 64 + 3 mg/kg (SE).

Flenger (2016) analisou os conteudos de MOSH e MOAH em 30 sacos de
pao coletados do mercado bavaro. A analise quantitativa foi feita usando HPLC-
GC-FID on-line. Todos os sacos investigados continham substancias de 6leo
mineral, sendo observado na fragdo de MOSH (< C35) até 416 mg / kg (média
180 mg / kg) e na fragcdo de MOAH (=< C35) até 45 mg / kg (média de 15 mg / kg).

Técnicas de SPE-GC-FID off-ine para determinacdo de
MOSH e MOAH

Varios métodos manuais para a pré-separacao antes da analise por CG-
FID estdo em uso. Eles envolvem uma coluna de cromatografia liquida
convencional (SPE) de uma dimensao usualmente determinada pela capacidade
necessaria para reter lipideos. A silica gel ativada proporciona maior capacidade
para reter lipidios do que o 6xido de aluminio e uma melhor separacéo entre 0s
MOSH e olefinas interferentes, particularmente o esqualeno e seus produtos de
isomerizagdo. Em CL convencional com silica gel ou oxido de aluminio, a
separacdo entre MOSH e MOAH é incompleta. Isto pode ser melhorado com
nitrato de prata. Os melhores resultados foram obtidos misturando-se silica gel

com uma pequena quantidade de nitrato de prata com silica gel ativada e um
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eluente contendo diclorometano/tolueno/n-hexano para a eluicdo da fracéo
MOAH. A fraca sensibilidade obtida com o FID para os padrbes amplos de picos
nao resolvidos formados pelo MOAH requer uma injecao de grande volume (LVI)
em CG (cerca de 50 yL), o que é possivel pela técnica on-column/retention gap,
por injecdo splitless com recondensacgéo de solvente concorrente ou técnicas de

vaporizacao de temperaturas programadas (PTV) (EFSA, 2012).

Moret et al. (2012) utilizaram um método off-line de extracdo em fase
sélida com grande volume de injecdo, SPE com nitrato de prata/silica gel, LVI
(Large Volume Injection)-GC-FID, sendo esta uma alternativa valida para
laboratorios que ndo possuem o0 equipamento on-line HPLC-GC-FID. Este
método consistiu em uma coluna de vidro de 6 mL com silica gel revestida com
nitrato de prata a 10%. O sorvente seco foi acondicionado com hexano e, apos
o carregamento da amostra, a eluicao foi primeiro realizada com hexano e depois
com uma mistura de hexano/diclorometano (1:1, v/v). O primeiro 1 mL de eluato
correspondente ao volume morto foi descartado. A fragdo MOSH foi eluida com
1,5 mL de hexano seguido por 0,5 mL da mistura hexano/diclorometano. A fragédo
subsequente de 0,5 mL, livre de MOSH e MOAH, foi descartada. A fracdo MOAH
eluiu com 7 mL de hexano/diclorometano. As fracBes eluidas foram

concentradas antes de uma injecdo de grande volume (LVI) no sistema GC.

O método foi utilizado para a determinacdo de hidrocarbonetos saturados
e aromaticos de 6leo mineral em amostra de papel cartdo reciclado e em
amostras selecionadas de alimentos secos geralmente comercializados em
embalagens de papel cartdo. A amostra de papel cartdo reciclado continha 305
mg / kg de MOSH e 87 mg / kg de MOAH, abaixo de C24. O alimento mais
contaminado foi uma amostra de chéa preto (102,2 e 7,9 mg/ kg), seguido de uma
amostra de arroz (57,4 e 3,3 mg / kg) e acucar em po6 (8,6 e 0,9 mg / kg) de
MOSH e MOAH abaixo de C25, respectivamente, todas embaladas em papel
cartdo com alguma porcentagem de material reciclado. Este método funciona
bem para amostras de cartdo e alimentos secos, mas da interferéncia por ésteres

de cera quando usado para amostras de 6leos vegetais.

Um método manual que obteve um desempenho semelhante foi descrito

por Fiselier et al (2013). Para explorar o maior poder de retencao da silica ativada
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em relacéo aos ésteres de cera, foi utilizado um leito misto (3 g) de silica ativada
/ 0,3% de prata. A coluna de vidro, condicionada com 10 mL de hexano, foi
carregada com a amostra (1 mL) e eluida primeiramente com hexano, dos quais
2 mL foram liberados e 4 mL foram coletados. Em seguida, uma mistura de
hexano/diclorometano/tolueno (75:20:5; v/v/v) foi adicionada, recolhendo os
primeiros 2 mL, que foram combinados com os 4 mL anteriores de hexano
(obtendo uma fracdo MOSH de 6 mL), enquanto os outros 10 mL foram

adicionados e coletados como uma fragcdo MOAH.

Foi possivel realizar uma separacdo robusta entre a fragdo MOSH e
MOAMH. A pequena guantidade de tolueno presente na mistura usada para eluir
a fracdo MOAH diminuiu a retencdo de aromaticos pela silica com prata sem
diminuir a retencéo de ésteres de cera pela silica ativada. O tolueno também foi
adicionado a fracdo MOSH para facilitar a reconcentracao e servir como detentor
evitando a perda de volateis durante a evaporacao do solvente. Um volume de
50 pL foi injetado na coluna do GC-FID para atingir um limite de deteccao para
MOSH e MOAH abaixo de 1 mg / kg na maioria dos alimentos. O método deu

resultados equivalentes ao método on-line.

Uma amostra de arroz contaminada a partir do contato com cartao
reciclado (disponivel no kit BfR para teste de desempenho do método) com
aproximadamente 12 mg / kg de MOSH e 3 mg / kg de MOAH foi analisada pelo
método manual e pelo método on-line HPLC-GC-FID. Os resultados obtidos
mostraram uma boa concordancia entre os dois métodos, sendo para o0 método
manual: 14,2 e 3,1 mg / kg de MOSH e MOAH abaixo de C35, respectivamente;
e para o método HPLC-GC-FID on-line: 13,9 e 2,6 mg / kg de MOSH e MOAH
abaixo de C35, respectivamente. Comparacdo analoga foi feita para uma
amostra de papel-cartao reciclado (também disponivel no kit BfR), sendo para o
método manual: 752 e 58 mg / kg de MOSH e MOAH abaixo de C35,
respectivamente; E para o método HPLC-GC-FID on-line: 760 e 54 mg / kg de
MOSH e MOAH abaixo de C35, respectivamente (FISELIER et al., 2013).

Jamnicki et al. (2015) realizaram um estudo com trés grupos de papéis
recuperados, os quais foram escolhidos levando-se em conta o tipo de papel e

a técnica de impresséao. Os papéis foram tratados em condi¢des laboratoriais por
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meio de dois métodos diferentes de remocéo de tinta do papel destinado ao
processo de reciclagem: remocédo de tinta por flotacdo convencional (flotation
deinking) e remocédo de tinta por adsorcdo (adsorption deinking), que € um
meétodo inovador de remocao de tinta das aparas de papel, desenvolvido na
Professorship for Paper Technology da Dresden University of Technology, cujo
principio de remocado baseia-se na capacidade de certos polimeros extrairem
tinta e outros componentes hidrofébicos da polpa. O objetivo do estudo foi
comparar a eficiéncia dos dois métodos de remocéo de tinta na reducdo de

hidrocarbonetos de 6leos minerais de classes especificas de papel reciclado.

A analise das concentracfes de 6leo mineral (MOSH e MOAH) na polpa,
apos a remocado da tinta de impressao pelos dois métodos, foi realizada por
extragdo em fase solida e GC-FID, conforme o método analitico desenvolvido
pelo Laboratdrio Nacional de Referéncia Aleméao para Materiais de Contacto com
Alimentos do Instituto Federal de Avaliacdo de Risco (BfR), em cooperacdo com
0 Laboratério do Cantdo de Zurigue o qual baseia-se na andlise por
cromatografia gasosa dos hidrocarbonetos apds pré-separacdo por

cromatografia em coluna classica (BfR, 2012).

Amostra de papel de jornal (ONP) foi uma combinacdo de trés jornais
impressos em offset usando tintas a base de 6leo mineral. Para a amostra de
papel supercalandrado (SC), foi utilizada uma mistura de duas revistas
impressas por roto-gravura, enquanto um catalogo impresso em offset usando

tintas heatset foi usado para a amostra de papel revestido leve (LWC).

Para cada amostra, a concentracdo da fracdo MOSH e MOAH foi
calculada separadamente para os hidrocarbonetos eluidos na cromatografia
gasosa antes de C24 e para os hidrocarbonetos eluidos ap6s C24 até C35. O

resumo dos resultados obtidos por Jamnicki at al (2015) estdo no Tabela 1.
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Tabela 1 — Resumo dos resultados obtidos por Jamnicki at al. (2015).

Amostra Intervalo N3o Impresso Sem Re.m 0%a0 Remogaoﬂpor Remogatz por
de Tinta Adsorgao Flotagao
MOSH < 35 (mg/kg) 387 952 371 457
ONP
MOAH < 35 (mg/kg) 129 479 180 248
MOSH < 35 (mg/kg) 114 650 68 144
SC
MOAH < 35 (mg/kg) 51 97 60 47
MOSH < 35 (mg/kg) 140 614 156 115
LwWcC
MOAH < 35 (mg/kg) 201 252 80 102

ONP: Amostra de papel de jornal; SC: Amostra de papel supercalandrado; LWC: Amostra de papel revestido
leve.

O método de adsorcdo para remover a tinta do papel destinado a
reciclagem pode ser visto, de modo geral, como um método mais eficiente para
a reducao do teor de 6leo mineral da pasta de fibra (ONP) e (SC) do que o
processo de flotagdo. No entanto, para LWC a reducéo de 6leo mineral mostrou-

se semelhante para as duas técnicas aplicadas na remocao de tinta.
Cromatografia Gasosa Bidimensional Abrangente (GC x GC)

Segundo Purcaro, Barp e Moret (2016), a melhor técnica para uma
caracterizacdo detalhada de misturas complexas de hidrocarbonetos é a GC x
GC, pois ela oferece alta sensibilidade (devido a reconcentracdo no final do
primeiro processo de separacdo), um excelente poder de separacdo com uma
exibicdo sisteméatica dos componentes nas plotagens. Contudo, a GC x GC nao
possibilita uma separacdo completa entre MOSH e MOAH, pois o0s
hidrocarbonetos nafténicos (saturados ciclicos) sdo coeluidos com componentes
aromaticos altamente alquilados. Em especial, hidrocarbonetos saturados de
guatro e cinco anéis, tais como esteranos, hopanos e sesquiterpanos biciclicos
coeluem com os hidrocarbonetos aromaticos de dois e trés anéis altamente
alquilados. Por isso, a pré-separacdo por LC é um pré-requisito para a
quantificacdo de MOAH (PURCARO; BARP; MORET, 2016).

Biedermann e Grob (2009) descreveram um método GC x GC para
caracterizacdo da fracdo MOAH por grau de alquilacdo e niUmero de anéis apos

a pré-separacao por LC. Compreendido por uma coluna de primeira dimenséo
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de 20 m x 0,25 mm de diametro interno (PS-255, 0,12 um de espessura) e uma
coluna de segunda dimenséo de 1,5 m x 0,15 mm de diametro interno (50% de
fenil-polisiloxano, 0,075 pum de espessura), o sistema GC x GC foi equipado com
um modulador de jato criogénico e ligado a um MS quadrupolo para identificacdo

e a um FID para quantificacdo em analise de rotina.

GC x GC geralmente é realizado com uma fase estacionaria apolar na
primeira coluna (separacéo por volatilidade) e com uma fase polar na segunda,
mas O arranjo reverso mostrou-se ainda mais eficaz para certas aplicagdes,
como resolucdo de MOSH (PURCARO; BARP; MORET, 2016). Biedermann e
Grob (2015) conseguiram produzir graficos nos quais era possivel distinguir
MOSH de polimeros de hidrocarbonetos oligoméricos saturados (POSH) e
caracterizar o grau de refinacdo de um 6leo mineral utilizando na primeira
separacdo uma coluna de fenil-metil-polissiloxano e uma coluna de dimetil-

polissiloxano a seguir.

Nenhum dos métodos atuais de analise para determinar o MOH nos
alimentos foi formalmente validado. O painel CONTAM indica que padrdes de
referéncia certificados e materiais de referéncia para MOH precisam ser
fornecidos para permitir o desenvolvimento de métodos de validacao

(Interlaboratoriais).

3.7. Fabricacao de Papel e Cartao

O papel é formado por fibras celulésicas que se entrelagam umas as
outras, garantindo sua resisténcia. A principal matéria-prima para a obtencéo
industrial dessas fibras é a madeira, proveniente do tronco das arvores (SANTOS
et al., 2001). As fibras podem ser de coniferas, que sdo consideradas madeiras
macias (softwood) e possuem fibras longas (Ex. Pinus spp), ou de folhosas, que
sdo consideradas madeiras duras (hardwood) e possuem fibras curtas (Ex.

Eucalyptus spp).

A celulose é um polissacarideo linear, constituido por um Unico tipo de
unidade de agucar, e € formada por unidades de monossacarideos a-D-glucose,
gue se ligam entre si através dos carbonos 1 e 4, originando um polimero linear.

Trata-se de um composto natural e um dos principais componentes das células
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vegetais, que, por terem forma alongada e de pequeno diametro (finas), séo
normalmente chamadas de fiboras (MACDONALD; FRANKLIN, 1969). A lignina,
um polimero amorfo de composi¢cdo quimica complexa que atua como um
cimento ligando as fibras de celulose entre si e proporcionando rigidez a madeira,
€ outro componente encontrado nos vegetais. Os demais constituintes séo
denominados extrativos (NIKITIN, 1966). A preparacdo da pasta celuldsica
consiste na separagao das fibras dos demais componentes constituintes do
organismo vegetal, em particular a lignina uma vez que a quantidade desta na
pasta interfere na coloracdo e em sua utilizacdo posterior (CARPENTER et al.,
1963; NAVARRO; NAVARRO; TAMBOURGI, 2007).

Na producao de celulose branqueada, pelo processo Kraft, sdo utilizados
agentes quimicos para separar a fibra através da dissolu¢cdo dos componentes
nao celuldsicos e nao fibrosos. O rendimento do processo quimico € menor que
o0 do mecanico, pois 0s constituintes ndo celuldsicos sdo parciais ou totalmente
removidos, somente 40% a 50% da massa inicial total da madeira é aproveitada.
As fibras obtidas por polpagéo quimica sdo mais longas e flexiveis que as obtidas
por processos mecanicos. O principal processo quimico € o Kraft (ou sulfato)
(NOLETTO et al., 2010; NAVARRO; NAVARRO; TAMBOURGI, 2007).

No Brasil, o processo de polpacdo quimica mais utilizado € o processo
Kraft, que significa forte em alemao, ou, como conhecido internacionalmente,
processo sulfato. Neste processo quimico os cavacos de madeira sdo
submetidos a reacdo com uma solucédo contendo hidroxido de sodio (NaOH) e

sulfeto de sddio (Na2S): o licor branco. Isso ocorre dentro de um equipamento

chamado digestor, onde € feito o cozimento da madeira, mantido a altas
pressdes e temperaturas. Esse processo quimico visa a dissolver a lignina para
separar as fibras. Assim é obtida uma pasta com rendimento ao redor de 50 %.
Essa pasta é muito empregada para a producéo de papéis cuja resisténcia seja
o principal fator (NOLETTO et al., 2010; NAVARRO; NAVARRO; TAMBOURGI,
2007).

Depois da formacao da polpa, esta passa por um processo de depuragao
no qual sdo removidos os cavacos de madeira que ndo foram cozidos na

polpacgéo quimica, por meio de peneiras de varios tipos e formatos. Os produtos
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guimicos usados, licor branco, no cozimento dos cavacos, reagem com a lignina
e a fragmentam em substancias de baixa massa molar que se solubilizam na
solugéo alcalina, formando o licor negro, e podem ser removidas das fibras por
varias etapas de lavagem (SANTOS et al., 2001). O licor negro, separado das
fibras, segue para a caldeira de recuperacdo, onde é queimado, fornecendo

vapor e recuperando os produtos quimicos do cozimento.

A pasta celuldsica resultante da polpagéo ainda ndo € adequada para a
producdo de determinados tipos de papel devido a sua coloragdo escura
(marrom). Essa coloracdo € resultante, principalmente, de pequenas
guantidades de lignina que nao foram removidas das fibras, chamada agora de
lignina residual (SANTOS et al., 2001). A fim de se obter polpas totalmente
brancas, € necesséario remover essa lignina residual, através do processo de
branqueamento, que pode ser definido como um tratamento fisico-quimico cujo
objetivo é melhorar as propriedades da pasta celuldsica. Algumas propriedades
relacionadas com este processo sdo: alvura, limpeza e pureza quimica. Como a
lignina residual encontra-se fortemente ligada as fibras o branqueamento deve
ser realizado em varias etapas, garantindo a obtencdo de polpas de alvuras
elevadas, com minima degradacéo da celulose (SANTOS et al., 2001; ROBERT,
2007). Nas varias etapas do processo de brangueamento da celulose, podem
ser utilizados reagentes quimicos como cloro (Clz2), diéxido de cloro (ClO2),
hipoclorito de sédio (NaClO), oxigénio (O2) e ozbnio (O3), por exemplo. Entre
uma etapa e outra, a polpa é lavada com grande quantidade de agua, para a
remocao das substancias responsaveis pela coloracdo. Depois que a polpa
celulésica atinge um nivel adequado de alvura, passa-se para a etapa de
formacao da placa celulésica, produto final das fabricas de celulose. Para que
isto ocorra, a polpa € continuamente depositada sobre uma tela onde ocorre a
remocao de agua, por meio de vacuo, pela parte de baixo. Em seguida a celulose
€ seca e enrolada em grandes bobinas. Como nem sempre as industrias que
produzem a celulose também fabricam o papel, a placa de celulose continua é
geralmente cortada em placas individuais e, entdo, enfardada para ser enviada
as fabricas de papel (SANTOS et al., 2001).

A pasta mecéanica de alto rendimento é produzida com rendimento

superior a 80% na transformacdo da madeira em pasta celuldsica. Esse tipo de
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pasta de materiais ligno-celulésicos é obtido por processo puramente mecanico
no qual as fibras sdo prensadas a tmido contra um rolo giratorio cuja superficie
€ coberta por um material abrasivo, reduzindo-as a uma “pasta mecéanica”
(groundwood) (NAVARRO; NAVARRO; TAMBOURGI, 2007).

A pasta quimitermomecanica € uma pasta de alto rendimento. Esse tipo
de pasta de materiais ligno-celulosicos, previa e levemente tratados com
reagentes quimicos, é obtido por desfibramento em desfibrador a disco sob
presséo (NAVARRO; NAVARRO; TAMBOURGI, 2007). A pasta

guimitermomecanica é produzida apenas com fibra curta.

A matéria prima fibrosa secundaria € aquela que é reutilizada apds ter

sido reciclada. Podem ser aparas pré-consumo e/ou aparas pos-consumo.

A apara pré-consumo é o papel cartdo que foi reciclado, saindo das
gréficas e retornando ao ciclo de fabricacdo do cartdo. Trata-se de um material
recebido de varios fornecedores, sendo bem diversificado, como embalagens de
remédios, produtos alimenticios, etc. Em sua composicao pode ter fibra longa
e/ou curta, dependendo do tipo de cartdo. Esse tipo de apara ndo passa pelas
maos do consumidor final podendo ser considerada, na verdade, sobra
industrial. A apara pés-consumo € o papelao fabricado pelo processo Kraft
utilizando fibras curtas e longas. Nos processos de coleta seletiva, as
cooperativas selecionam as aparas e as encaminham para as fabricas que fazem

reciclagem de papel.

A matéria prima fibrosa secundaria pode ser obtida pelo uso direto das
aparas ou entdo por processamento anterior de destintamento e depuracao.
Durante o processo de fabricacdo de papel, as fibras sofrem encurtamento e
perda das paredes externas, devido aos produtos quimicos e a acdo mecanica
dos equipamentos de producéo, principalmente dos refinadores. Isso faz com
gue as fibras recicladas tenham baixas propriedades mecanicas, quanto mais

reciclada maior é a perda mecanica da fibra.

Segundo a Resolucdo n° 71, de 12 de setembro de 2013 (CAMEX), o
cartdo semirrigido € um produto fabricado e seco continuamente, resultante da

unido, em estado Umido, de trés ou mais camadas superpostas de papéis - forro,
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miolo de uma ou mais camadas, e suporte - iguais ou distintas, que se aderem
por compresséo. E formado por celulose de fibras curtas e/ou longas, extraidas

por processo quimico e/ou mecéanico, branqueadas e ndo-branqueadas.

Os cartdes podem ser produzidos com duas ou trés camadas (capa, miolo

e suporte), que podem ser diferenciados em duplex e triplex.

O cartdo duplex é composto por dois tipos de polpa, um suporte nao
branqueado e o forro de polpa quimica branqueada. Apresenta boa superficie de
impressao. Utilizado para produtos que necessitam de boa aparéncia externa e
que, geralmente, vém acondicionados numa embalagem primaria, como pastas
de dente, tubos de cola, farmacéuticos, etc (MOURAD, 1999). J& o cartdo triplex
é composto por uma camada intermediaria, o suporte e o forro. E usado quando
uma melhor aparéncia interna é necessaria, como, por exemplo, em uma
embalagem que vai ser aberta varias vezes. Este tipo de cartdo é usado para
produtos alimenticios, perfumaria, cosméticos, higiénicos, etc. (MOURAD,
1999). A camada miolo pode ser composta de fibra virgem e/ou conter aparas
pré e pés-consumo. A polpa reciclada é incorporada ao cartdo para reduzir seu
custo e normalmente é associada a uma camada de polpa branqueada, para
melhorar a aparéncia e atuar como superficie de impressdo adequada. A polpa
Kraft (processo sulfato) é usada gquando uma maior resisténcia mecanica é
necessaria (MOURAD, 1999).

Os cartdes de fibra virgem sdo compostos por celulose branqueada e

pasta de celulose de alto rendimento.

Na producédo do cartdo, as esteiras sdo abastecidas com os materiais
requeridos (celulose, pasta e aparas) para a capa, miolo e suporte. Por conter
muitos contaminantes as aparas passam por um sistema de depuracao onde &
feita a limpeza, destintamento e demais tratamentos necessarios para torna-las
apropriadas para serem misturadas com a pasta mecanica e, assim, formar a
massa do miolo. A pasta mecanica é desagregada antes de ser misturada com
as aparas. Para capa e suporte, a celulose é desagregada e depois refinada
antes de ir para os tanques especificos. Em seguida cada massa é encaminhada
para vai para sua respectiva caixa de entrada, capa, miolo e suporte da maquina

de papel iniciando-se a formacao do cartdo. A producdo de todos os tipos de
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cartdes € feita seguindo os mesmos procedimentos alterando apenas a

composicdo das massas de cada camada e 0s ajustes em maquina.

4. AMOSTRAS
4.1. Amostras de Cartdo da Anélise Interlaboratorial

A fim de se verificar a desempenho do método (validagdo) foram
adquiridas duas amostras (1 e 2) de cartdo de concentragdo conhecida do
“Escritorio de Referéncia alemao para Testes de Proficiéncia e Materiais de
Referéncia” (DRRR - Deutsches Referenzbiro fir Ringversuche und
Referenzmaterialien). Sendo a amostra 1, um papel cartdo de fibra reciclada (RM
CP B MOK 5) e a amostra 2, um papel cartdao de fibra virgem com contaminagéo
cruzada por fase gasosa (RM CP B PK MO K 1).

As concentracdes conhecidas da amostra 1 sdo, em mg/kg: 276,1 + 24,9
de MOSH(c16-c25); 199,1 + 26,8 de MOSH(c2s5-c35); 70,5 £ 10,2 de MOAH(c16-c25) €
40,2 £+ 4,2 de MOAH(c25-c35).

As concentracfes conhecidas da amostra 2 sdo, em mg/kg: 24,1 + 3,3 de
MOSH(c16-c25); 5,6 £ 1,2 de MOSHc25-c35); 18,6 = 3,4 de MOAHc1s-c25) € 4,6 *
1,9 de MOAHc25-c3s).

As amostras foram recebidas em 21/11/2018. A amostra 2 foi analisada
de 11 a 15/02/2019. Ja a amostra 1 foi analisada de 18 a 22/02/2019.

4.2. Amostras

As amostras foram fornecidas por uma empresa que produz cartbes para
contato com alimentos. As amostras de cartdo analisadas foram produzidas com
dois tipos de fibras, a fibra virgem e a secundaria (aparas), que podem ser tanto

de pinus quanto de eucalipto, dependendo de sua caracteristica e fornecedor.

A matéria prima fibrosa virgem é aquela que foi utilizada pela primeira vez
para a fabricacdo de papel, como a celulose branqueada e as pastas de alto

rendimento (Pasta Mecénica e Pasta Quimitermomecanica).

As amostras de cartdo foram coletadas assim que sairam da maquina. Foi
utilizada luva para o procedimento e evitado qualquer contato que pudesse

contaminar as amostras. O material utilizado para cortar as amostras foi
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previamente limpo com alcool e as amostras foram entdo embaladas em folha
de aluminio e depois em embalagem plastica. As amostras de aparas foram
embaladas apenas em embalagem plastica. A Tabela 2 traz as principais

informacdes sobre cada amostra analisada.

Tabela 2 - Principais informacfes sobre as amostras analisadas.

Amostra Composicéo Epoca
Cartao tipo 1 (1A) 51% de Aparas Pré-consumo e 49% de Fibra Virgem 1
Cartdo tipo 1 (1B) 51% de Aparas Pré-consum;ei;?;’/;r(]jé)ﬁbra Virgem (Pasta de Alto 2
Cartdo tipo 1 (1C) 48% de Aparas Pré-consumo e 52% de Fibra Virgem 3
Cartdo tipo 2 (2A) 29% de Aparas Pré/Pds-consumo e 71% de Fibra Virgem 1
Cartéo tipo 2 (2B) 26% de Aparas Pré/Pés-consumo e 74% de Fibra Virgem 2
Cartao tipo 2 (2C) 26% de Aparas Pré/Pds-consumo e 74% de Fibra Virgem 3
Cartdo tipo 3 (3A) 100% Fibra Virgem (pasta de celulose) 3
Cartdo tipo 3 (3B) 100% de Fibra Virgem 3

AP 1 Aparas Pré-Consumo 3
AP 2 Aparas Pés-Consumo 3

*Cartdo tipo 2 tem mais aparas pré-consumo do que pdés-consumo.

5. MATERIAIS E METODO

Os materiais e o0 método utilizados neste trabalho foram baseados no
método criado pelo Laboratério Cantonal de Zurique e o Laboratério Nacional de
Referéncia do Instituto Federal de Avaliacdo de Risco (BfR, 2012), o qual
descreve a extracdo, pré-separacdo e determinacdo quantitativa de
hidrocarbonetos de 6leos minerais (MOSH — Hidrocarbonetos Saturados de Oleo
Mineral e MOAH — Hidrocarbonetos Aromaticos de Oleo Mineral) ou pléasticos
(POSH — Hidrocarbonetos Saturados Oligomeéricos Poliolefinicos e PAO — Poli
Alfa Olefinas) em materiais de embalagem e alimentos secos. A extragdao dos
hidrocarbonetos € seguida pela separagdo entre a fracdo contendo MOSH,
POSH e PAO e a fracdo contendo MOAH por um cartucho de extracdo em fase

sélida (SPE) de silica gel ativada (400°C/4h) / nitrato de prata (0,3%).

A determinagéo quantitativa final de ambas as fragGes foi realizada por

GC-FID com grande volume de injecdo (LVI) (20 pL) na coluna por meio do
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injetor MMI da Agilent em modo de vaporizacdo com temperatura programada
(PTV) Solvent Vent.

5.1. Materiais

5.1.1. Solventes e Vidrarias (BfR, 2012)

Acetona (P.A); Metanol (P.A); Hexano (P.A); Diclorometano (puro); n-
Hexano; Tolueno (grau HPLC); Etanol (puro); Agua Milli-Q; Silica gel 60 (0,063
— 0,200 mm), Merck; Nitrato de prata (P.A), Merck; Filtro de fibra de vidro com
19,8 mm de diametro (Ref. 047017), Thermo Fisher®; Seringas de 20 mL,

Fortuna Optima®; Insertos de vidro de 300 pL para vials &mbar GC de 2 mL.

5.1.2. Padrdes Analiticos

Na Tabela 3 estdo apresentados os padrfes analiticos necessérios e na

Figura 1 esta a sequéncia de eluicdo dos componentes MOSH e MOAH.

Tabela 3 - Padrdes analiticos (BfR, 2012):

Funco Substancia Substéancia .
o R N° CAS Abreviacéo Fracao
Principal (inglés) (portugués)
Protetor n-Undecane n-Undecano 1120-21-4 c1ua
. ; . MOSH,
Indicador n-Tridecane n-Tridecano 629-50-5 C13
POSH,
Quantificador Bicyclohexyl Biciclohexil 92-51-3 CyCy POA
Marcador 5a - Cholestane 5a - Colestano 481-21-0 Cho
1,3,5-Tri-tert- 1,3,5-Tri-terc-
Marcador ] 1460-02-2 TBB
butylbenzene butilbenzeno
Quantificador 1-Methylnaphthalene 1-Metilnaftaleno 90-12-0 1 MN
MOAH
Quantificador 2-Methylnaphthalene 2-Metilnaftaleno 91-57-6 2 MN
Protetor Pentylbenzene Pentilbenzeno 538-68-1 5B
Marcador Perylene Perileno 198-55-0 PER
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Figura 1 — Sequéncia de eluicdo, da SPE, de componentes MOSH e
MOAH (parte superior) e os padrdes utilizados para estabelecer e verificar as
janelas de fracao (parte inferior) (BIEDERMANN & GROB, 2012a).

Conforme ilustrado esquematicamente na Figura 1, na etapa de pré-
separacao (SPE) as parafinas de massa molecular elevada sado os primeiros
componentes da fragdo MOSH a serem eluidos. As parafinas de massa
molecular mais baixa sdo eluidas um pouco mais tarde devido ao efeito de
exclusdo de tamanho. Os naftenos, parcialmente separados das parafinas, e

seus constituintes policiclicos sédo os ultimos a serem eluidos na fragdo MOSH.

Na fracdo MOAH o primeiro tipo de componente a ser eluido tem um Unico
anel aromético e a estrutura aromatica é protegida estericamente por elevada
alquilacdo. Os MOAH com mais anéis e menos alquilagcdes sao eluidos por
altimo. Seguindo de perto os MOAH estdo os ésteres de cera compostos por
acidos graxos de cadeia longa esterificados com alcoois graxos de cadeia longa,

com as espécies saturadas sendo eluidas primeiro.

Os padrdes analiticos sdo importantes tanto para o desenvolvimento do
método como para a verificacdo de seu desempenho na analise de rotina, pois
eles marcam as extremidades das fracdes de MOSH e MOAH. O 5-a-Colestano
(Cho, quatro anéis saturados, ver Figura 1) serve para estabelecer o fim da
fragcdo de MOSH e deve estar totalmente presente na fracdo de MOSH e ausente
na de MOAH. O Tri-terc-butilbenzeno (TBB) € utilizado como marcador para o
inicio da fracdo de MOAH e deve estar totalmente presente na fracdo de MOAH.

O fim da fragcdo MOAH é definido pelo Perileno (PER), um hidrocarboneto nédo
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alquilado com 5 anéis aromaticos. O PER deve ser separado dos ésteres de cera

saturados.

Dos demais padrdes internos (P.l), os que sdo usados para auxiliar na
quantificacdo das fragbes MOSH e MOAH por cromatografia gasosa, Sao:
Biciclohexil (CyCy), para a fracdo MOSH; e 1-Metilnaftaleno, 1MN, (ou 2-
Metilnaftaleno, 2MN), para a fracdo MOAH.

Por fim os padrdes internos n-Undecano (C11) e n-Tridecano (C13) sao
usados, na fracdo MOSH, como protetor contra perda, por volatilidade, e
indicador do CyCy, respectivamente. J& o Pentilbenzeno (5B), na fragdo MOAH,
€ usado como protetor contra perda, por volatilidade, do 1IMN e do 2MN.

5.1.3. Equipamento

As fracbes do 6leo mineral foram analisadas em cromatografo a gas
Agilent, modelo 7890A (G3440-A) acoplado a um detector de ionizacdo de
chama e operando com coluna HP-1, 100% dimetilpolissiloxano de 30 m x 320
pum x 0,25 pm, marca Agilent (19091 J-413). O injetor utilizado foi um MMI -
Agilent Multimode Inlet (G3510B). As condi¢des de operacéo estao descritas no
procedimento do método.

5.2. Controle para minimizagéo de contaminacgéao

Todo o fluxo de trabalho foi controlado a fim de se evitar possiveis
contaminagdes. Os brancos foram usados ao longo da rotina diaria, a fim de
evitar a contaminacdo durante a manipulacdo da amostra. Na analise de
hidrocarbonetos, a utilizacdo de locdo para méaos (por pessoal de laboratério),
graxa de juntas de vidro esmerilhado, evaporadores rotativos e seringas foram

identificadas como as maiores fontes de contaminag&o.

Varias vidrarias (por exemplo, vials para GC ou pipetas Pasteur) séo
normalmente embaladas em embalagens de cartdo ou em poliolefinas (plastico).
Assim, as vidrarias de laboratorio embaladas nestes materiais foram lavadas

com solventes e esterilizadas antes de sua utilizagao.

A fim de evitar contaminagbes subsequentes de hidrocarbonetos, as

vidrarias de laboratorio, previamente lavadas e esterilizadas, foram mantidas
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protegidas (por exemplo, armazenadas em assadeiras de aluminio cobertas com

folha de aluminio) até a sua utilizacao.

5.3. Procedimentos do Método

5.3.1. Preparo de Solugbes Estoque, Mix de Padréao Interno (P.l) e
Silica gel / 1% Ag

Preparo de Solugcdes Estoque (A-F)

Os padrdes internos (P.1) liquidos foram recolhidos dos frascos originais
com pipetas Pasteur de vidro, esterilizadas, e transferidos para vials ambar de 2
mL com tampas com septo de PTFE e os volumes requeridos de cada um foram
pipetados com as respectivas seringas (de 50 pL e 250 pL) e os padrbes foram
pesados nos respectivos balbes de cada solugéo estoque. Os P.I sélidos foram
pesados usando-se béqueres de 10 mL e espatulas com colherzinha para
miligramas na ponta e foram dissolvidos, antes de serem transferidos para 0s
respectivos baldes das solugdes estoque, com pequena quantidade de tolueno
HPLC.

v' Solucdo Estoque A (6 g/L de Cl11l e 3 g/L de C13): Em um baldo
volumétrico de 20 mL foram pesados 120 mg (~162 uL) de n-Undecano
(C11) e 60 mg (~79 pL) de n-Tridecano (C13). O volume do bal&do foi
completado com tolueno grau HPLC até o menisco. A solugéo estoque A,
foi transferida para um frasco de vidro ambar de 24 mL que foi lacrado

com lacre de aluminio com septo de PTFE.

v" Solucao Estoque B (12 g/L de Cho): Em um baldao volumétrico de 10 mL
foram pesados 120 mg de 5-a-Colestano (Cho). O volume do baléo foi
completado com tolueno HPLC até o menisco. A solucdo estoque B, foi
transferida para um frasco de vidro de 10 mL coberto com folha de

aluminio, que foi lacrado com lacre de aluminio com septo de PTFE.

v" Solucgao Estoque C (6 g/L de CyCy): Em um baldo volumétrico de 20 mL
foram pesados 120 mg (~139 pL) de Biciclohexil (CyCy). O volume do

baldo foi completado com tolueno HPLC até o menisco. A solugéo estoque
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C, foi transferida para um frasco de vidro ambar de 24 mL que foi lacrado

com lacre de aluminio com septo de PTFE.

Solucéo Estoque D (6 g/L de 5B, 1IMN e 2MN): Em um balédo volumétrico
de 20 mL foram pesados 120 mg (~ 139 pL) de Pentilbenzeno (5B), 120
mg (~120 pL) de 1-Metilnaftaleno (1IMN) e 120 mg de 2-Metilnaftaleno
(2MN). O volume do baldo foi completado com tolueno HPLC até o
menisco. A solucdo estoque D, foi transferida para um frasco de vidro
ambar de 24 mL que foi lacrado com lacre de aluminio com septo de
PTFE.

Solucéo Estoque E (6 g/L de TBB): Em um baldo volumétrico de 20 mL
foram pesados 120 mg de 1,3,5-Tri-terc-butilbenzeno (TBB). O volume do
baldo foi completado com tolueno HPLC até o menisco. A solucéo estoque
E, foi transferida para um frasco de vidro ambar de 24 mL que foi lacrado
com lacre de aluminio com septo de PTFE.

Solucéo Estoque F (1,2 g/L de PER): Em um baldo volumétrico de 20
mL foram pesados 24 mg de Perileno (PER). O volume do baldo foi
completado com tolueno HPLC até o menisco. A solucéo estoque F, foi
transferida para um frasco de vidro ambar de 24 mL que foi lacrado com

lacre de aluminio com septo de PTFE.
Preparo do Mix de P.I

Para um baldo volumétrico de 10 mL, foram transferidos 5 mL de solu¢éo

estoque F e 0,5 mL das solucdes estoque A-E. O volume do balédo foi completado

com tolueno HPLC até o menisco. A solucéo resultante (Mix de P.1) foi transferida

para um frasco de vidro de 10 mL coberto com folha de aluminio, que foi lacrado

com lacre de aluminio com septo de PTFE. Assim, a concentracéo dos padrdes
no Mix é 0,3 g/L para C11, CyCy, 1MN, 2MN e TBB; 0,15 g/L para C13; 0,6 g/L
para Cho e PER.

De acordo com o método BfR (2012), com armazenamento refrigerado e

com exclusdo de luz, a solucdo assim preparada € estavel por 6 meses.
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Portando, as solucdes estoque e o Mix de P.I foram armazenadas em geladeira

(com temperatura controlada, ~ 5 °C).
Preparo da silica gel / 1% AgNOs

Em baldo de fundo chato de 250 mL, envolto em folha de aluminio, foram
pesados 49,5 g de silica gel. Em um béquer de 100 mL, envolto em folha de
aluminio, foram pesados 0,5 g de nitrato de prata, que foi dissolvido com 50 mL
de agua milli-Q. A solucéo de nitrato de prata foi entdo transferida para o baléo
de fundo chato de 250 mL, para ocorrer uma reagao entre o nitrato de prata e a
silica gel. Para que a 4gua fosse evaporada, o bal&o de fundo chato de 250 mL
foi colocado em estufa a 70°C durante 1 hora; a 80°C durante 1 hora e a 90°C

"over night”.

Apos ser retirado da estufa, no dia posterior, o baldo foi fechado com folha
de aluminio e armazenado em dessecador para esfriar. Depois a silica gel / 1%
AgNO:s foi transferida para um frasco schott de vidro &mbar de 500 mL, envolto
em folha de aluminio, e armazenado em dessecador, protegido da luz. Segundo
o método BfR (2012), esta silica tem validade de 1 ano se armazenada em local

SeCco e escuro.

5.3.2. Etapas do Procedimento Experimental

Descontaminacéo de Vidrarias

As vidrarias limpas foram lavadas também com o0s solventes de
descontaminacédo: acetona, metanol e hexano; e foram esterilizadas em estufa
a aproximadamente 50°C de 30 a 60 minutos. As vidrarias utilizadas foram
separadas em assadeiras de aluminio cobertas com folha de aluminio. Foi
encaixado um filtro de fibra de vidro na extremidade inferior das seringas de SPE
e outro filtro de fibra de vidro apoiado na extremidade superior, quando as

mesmas foram esterilizadas.
Preparo da silica gel ativada (400 °C/4h) / 0,3% AgNOs

Em duas cépsulas de platina foram pesados 4,52 g de silica gel para ser
realizada sua ativagao a 400°C durante 4 horas em uma mufla. Em um frasco

schott de 100 mL envolto com folha de aluminio foram pesados 4,52 g de silica
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gel / 1% de AgNOs, e o frasco foi armazenado no dessecador protegido da luz.
Depois de ativada, a silica gel foi transferida para o frasco schott de 100 mL e foi
feita a homogeneizacao dos dois tipos de silica (a ativada e a com 1% de Ag). O
frasco schott de 100 mL foi novamente armazenado no dessecador protegido da

luz, até a preparacao das colunas de SPE.
Preparacdo da Amostra - Corte e Homogeneizacéao

Em uma assadeira de aluminio forrada com folha de aluminio, a amostra
foi cortada em pedacos de ndo mais que 2 cm de comprimento. Em seguida
pesou-se, em balanc¢a analitica, uma triplicata de 2,0 g (+ 0,1 g) da amostra em
tubos de centrifuga de 50 mL.

Preparo das colunas de SPE

As colunas de SPE foram preparadas em seringas de 20 mL com filtro de
fibra de vidro de 19,8 mm de diametro, colocado com auxilio de uma pinc¢a de

metal, previamente esterilizada.

Em balanca analitica, foram pesados 3 g de silica gel ativada / 0,3%
AgNOs, em cada uma das 4 seringas de 20 mL, conforme descrito pelo método
BfR (2012) (pag. 8, item 4.2), o nivel da silica foi acertado e, a seguir, foi colocado
outro filtro de fibra de vidro, com auxilio de uma pin¢ca de metal, em cima da silica
formando um sanduiche. As seringas foram envoltas em folha de aluminio e a
parte superior delas também foi coberta com folha de aluminio. Foram

armazenadas em dessecador protegido da luz, até seu uso.
Preparo da Amostra

a) Preparo da solucao de n-hexano/etanol 1:1 (v/v):

Em um erlenmeyer de 125 mL foram misturados 30 mL de n-hexano e 30
mL etanol. Em seguida a boca do Erlenmeyer foi coberta com folha de aluminio
e a solucéao foi agitada manualmente para homogeneizacéao.

b) Extrac&o dos Hidrocarbonetos de Oleo Mineral (MOH) da amostra:

Em cada um dos 4 tubos de centrifuga (1 para o branco e 3 para a triplicata

da amostra) foram adicionados 10 mL da solucdo de etanol / n-hexano (1:1; v/v).
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Os tubos foram fechados e vigorosamente agitados em um vortex (na rotacao
méxima do equipamento) durante 1 minuto e 30 segundos, e entdo foram
deixados em repouso a temperatura ambiente durante 2 horas. Antes de recolher

o extrato da amostra, os tubos foram agitados, manualmente, novamente.

c) Obtencao do extrato da amostra:

A fim de remover o etanol, 4 mL do extrato, de cada tubo, foram pipetados
com pipeta volumétrica de 4 mL e transferidos para outros 4 tubos de centrifuga
de 50 mL. Em seguida foram adicionados, em cada um dos tubos com 4 mL de
extrato, 20 pL do Mix de P.I com o auxilio de uma seringa de 50 pL. Os tubos

foram agitados com o vértex por 30 segundos, a fim de homogeneizar a mistura.

Depois foram adicionados, em cada tubo, 10 mL de agua milli-Q, com
pipeta graduada de 10 mL. Nessa etapa ocorreu a separacdo de fases e o
sobrenadante (fase de n-hexano) foi recolhido com pipeta Pasteur de vidro e
transferido para vial ambar de 2 mL com tampa com septo de PTFE, de modo
gue no final desta etapa tém-se 4 vials: 1 com o extrato do branco e outros 3
com o extrato da triplicata da amostra.

Preparo do Eluente B (EB)

O eluente B foi preparado em baldo volumétrico de 100 mL onde foram
adicionados 75 mL de n-hexano, 5 mL de tolueno HPLC e 20 mL de
diclorometano. A solucdo do baldo foi homogeneizada e deixada na capela até

a hora de ser usada na SPE.

Observacdo: esta solucdo deve ser fresca, ou seja, deve ser preparada

no dia que for usada.
Procedimento de Extragdo em Fase Sélida (SPE)

As fragcbes foram recolhidas em frascos de vidro &mbar de 24 mL, cujas
bocas foram cobertas com folha de aluminio e posteriormente lacradas com lacre
de aluminio com septo de PTFE e deixados no escuro até a hora de evaporar o
solvente no rota-evaporador. Foram adicionados 300 pL (0,3 mL) de tolueno
HPLC nas fragbes MOSH, a fim de protegé-las contra a perda de padrbes e

componentes mais volateis da amostra, antes dos frascos serem lacrados.
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Antes de comecar a SPE foram pipetados os volumes necessarios de
Eluente A (n-hexano) com pipeta graduada de 10 mL, sendo: 10 mL transferidos
para um frasco de vidro de 24 mL (EA 1); 2 mL transferidos para um béquer de
5 mL (EA 3); 4 mL transferidos para um béquer de 10 mL (EA 4). Também foram
pipetados os volumes necessarios de Eluente B com pipetas volumétricas de 2
mL e 6 mL, sendo: 2 mL transferidos para um béquer de 5 mL (EB 5); 12 mL
transferidos para um frasco de vidro de 24 mL (EB 6). Todos os frascos e

béqueres foram cobertos com folha de aluminio até serem usados na SPE.

As luzes do laboratorio e da capela foram apagadas até a conclusdo da
etapa de condicionamento da coluna de SPE com 10 mL de eluente A (EA 1, n-

hexano), devido a prata (Ag) presente na silica gel.

No primeiro passo foi feito o condicionamento da coluna com 10 mL de
eluente A (EA 1). Os 10 mL foram descartados em béquer de descarte de 100
mL. No segundo passo (ainda com o béquer de descarte), sem que a coluna
secasse, foram pipetados 200 pL (0,2 mL) do extrato do branco usando-se uma
seringa de vidro de 250 pL e adicionados na coluna de SPE (“EA” 2). No terceiro
passo (ainda com o béquer de descarte) foi feita a eluicdo do volume morto com
2 mL de eluente A, adicionados na coluna de SPE, antes que ela secasse (EA
3).

No quarto passo, antes da coluna secar, trocou-se o béquer de descarte
por um frasco de vidro ambar de 24 mL e foi iniciada a elui¢cdo da fracdo MOSH
com 4 mL de eluente A (EA 4). No quinto passo (ainda com o frasco MOSH),
antes de a coluna secar, foram adicionados 2 mL de eluente B para finalizar a
coleta da fracdo MOSH (EB 5). Antes de a coluna secar, trocou-se o frasco da
fracdo MOSH pelo da fracdo MOAH.

Antes de lacrar o frasco da fragdo MOSH, foram adicionados 0,3 mL (300
puL) de tolueno HPLC, com pipeta graduada de 1 mL, em seguida a boca do
frasco foi coberta com folha de aluminio e lacrada com lacre de aluminio com
septo de PTFE.

43



No sexto passo, adicionou-se 12 mL de eluente B e recolheu-se a fracao
MOAH até a coluna secar (EB 6). Em seguida a boca do frasco foi coberta com
folha de aluminio e lacrada com lacre de aluminio com septo de PTFE.

Repetiu-se o procedimento descrito acima para os extratos das triplicatas
da amostra. Cada extrato foi adicionado em uma coluna de SPE prépria. Vide
esquema da SPE (BfR, 2012) no Anexo 1.

Procedimento de evaporacao de solvente

A fim de se enriquecer as fragdes MOSH e MOAH foi feita a evaporacéo
de solventes utilizando-se um rota-evaporador com temperatura de banho em
torno de 57°C, rotacdo em torno de 55 rpm e pressdo da bomba de vacuo em
torno de - 500 mmHg.

Primeiro foi feita a limpeza do evaporador rotativo evaporando-se cerca
de 40 mL de n-hexano em balédo de fundo chato de roto-evaporacédo de 250
mL. A fim de fazer a roto-evaporacao das fracbes MOSH e MOAH, do branco e
da triplicata da amostra, estas foram transferidas para balGes de fundo chato de
roto-evaporacao de 125 mL.

As fracdes MOSH foram roto-evaporadas até se obter 250-300 pL de
solucéo que foi recolhida com pipeta Pasteur de vidro, e transferida para um vial
ambar (GC) de 2 mL com inserto de vidro de 300 pL e tampa com septo de PTFE.
Ao final foi feita novamente a limpeza do evaporador rotativo evaporando-se

cerca de 40 mL de n-Hexano no baldo de fundo chato de 250 mL.

Apés a concentracdo, as amostras foram entdo analisadas por GC-FID
com injetor MMI.

GC-FID com injetor MMI (PTV) (Agilent, 2009)

O desejo de aumentar o volume de injecdo tem, normalmente, o objetivo
de melhorar a analise de tracos. Pois, ao introduzir mais da amostra no sistema,
a massa de analito que chega ao detector sera proporcionalmente aumentada,
resultando em maiores areas e alturas de pico. Se o ruido da linha de base for
mantido constante, maiores alturas de pico significam maiores relacao

sinal/ruido e menores limites de deteccéo do sistema.
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O Large Volume Injection (LVI) pode ser aplicado em volumes de injecdo
que variam de alguns microlitros até 1 mL ou mais. Na maioria das abordagens
por LVI, o solvente da amostra é seletivamente evaporado e removido do sistema
de entrada antes dos analitos serem transferidos para a coluna de separacéo.
Desta forma, o LVI é semelhante a evaporacdo com nitrogénio ou evaporacao
rotativa de solvente, com o beneficio adicional de ser realizado na entrada do
GC em vez de ser realizado em capela. Os analitos que seriam perdidos durante
a evaporacado com nitrogénio podem ser retidos na entrada e analisados com
sucesso via LVI. Além disso, o processo de LVI pode ser automatizado e
reprodutivel. Como nas outras técnicas de evaporacao, a abordagem por LVI é
uma funcdo do tipo de solvente, da temperatura de entrada, do fluxo de
ventilacdo do gas de evaporacéo e do ponto de ebulicdo do analito. Além disso,
a pressao de entrada durante a evaporacao e o liner de entrada tem um impacto

na taxa de remocao de solvente e na recuperacao do analito.

Injetor de Injecdo de Grande Volume (LVI) da Agilent: Multimode Inlet
(MMI) —“PTV Solvent Vent” (para injegdes de 5 — 1000 uL): O modo de ventilagao
de solvente € o método que permite ao MMI efetuar LVI de mais de 5 uL. No
modo de ventilacdo de solvente, a entrada € mantida a uma temperatura inicial
baixa durante a aplicagdo da amostra. Pneumaticamente, a entrada esta no
modo split com uma baixa pressdo de entrada. O fluxo de gés através do liner
de entrada e saida para ventilacdo remove o solvente de evaporacdo. A amostra
€ injetada de modo que o liquido que entra € depositado na parede de
revestimento e o solvente evapora a uma taxa similar. Uma vez que toda a
amostra tenha sido injetada, a entrada muda para um modo splitless para a
transferéncia do analito. A entrada € entdo aquecida para vaporizar a amostra
concentrada e qualquer solvente remanescente e eles sdo transferidos para a
coluna. Ap6s um periodo suficiente para garantir a transferéncia da amostra, a
entrada é entdo alterada para um modo de purga a fim de permitir que qualquer
material remanescente no liner de entrada seja removido para o descarte.
Durante a injecdo da amostra e o periodo de ventilagdo de solvente, o forno do
GC é mantido a uma temperatura apropriada para permitir que o solvente volte
a focalizar os analitos na coluna. Quando isto estiver concluido, o forno é entdo

programado para realizar a separacao.
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Uma Calculadora de Eliminacdo de Solventes integrada (Solvent
Elimination Calculator) fornece um conjunto completo de condi¢des iniciais para
facilitar o desenvolvimento do método de injecao LVI com injetor MMI em modo
PTV Solvent Vent. E preciso apenas informar o solvente utilizado (tolueno), o
volume de injecéo (20 pL) e o ponto de ebulicdo do primeiro analito (200°C) e o

software calcula os demais parametros necessarios.

e Injetor MMI da Agilent em modo PTV Solvent Vent:
Solvent: Toluene
Injection Volume (uL): 20
Boiling Point of first eluting analyte (°C): 200 °C.
Elimination Rate (uL/min): 97.04
Suggested Injection Rate (uL/min): 48.52
Inlet temperature: 75°C

Septum Purge Flow: 3 mL/min

Initial hold time: 0.41 min
First ramp rate: 600 °C/min
First temperature: 325°C
First hold time: 5 min

Vent time (sugerido): 0.41 min
Vent pressure (gauge): 5.000 psi
Outlet Pressure (gauge): 0.000 psi
Vent flow rate: 100 mL/min

Purge time: 2.91 min

Purge flow rate: 60 mL/min

Injection volume: 20 pL
Injection rate: 49 pL/min

Total Estimated Injection Time: 0.026148 min
Post Run: 250°C

Post Run Total Flow: 25 mL/min
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e Coluna HP-1, 100% dimetilpolissiloxano de (30 m x 320 pm x 0,25 pm),
Agilent 19091 J-413
Total Flow: 20 mL/min

Pressure: 10.5 psi

e Parametros do forno (oven):
Oven temp on: 50°C
Equilibration Time: 0.25 min
Maximum Oven Temperature: 325°C
Post Run: 50°C
Post Run Time: 0 min

A Tabela 4 apresenta a programacao de temperatura da coluna.

Tabela 4 — Programacé&o de temperatura da coluna.

_ _ Tempo da
Taxa (°C/min) Valor (°C) Tempo (min) _ _
corrida (min)
Inicio - 50 2.91 2.91
Rampa 1 5 140 0 20.91
Rampa 2 20 300 9.09 38

e Parametros do detector FID:

Temperatura do detector: 300°C
Fluxo de Hz2: 30 mL/min

Fluxo de O2: 60 mL/min

Fluxo de Makeup: 45 mL/min (He)

Fluxo coluna + makeup: 46 mL/min

AN N NN

Calculo da concentracdo de MOSH e MOAH

No Mix de P.I temos os padrdes internos quantificadores: fragdo MOSH,
CyCy (0,3 g/L) e fracdo MOAH, 1MN (ou 2MN) (0,3 g/L). Usamos 20,0 uL de Mix

de P.l e 2,00 g de amostra. Portanto, temos 6 ug de P.I quantificador com 2,00
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g de amostra o que equivale a uma concentracédo de 3 ppm (ou mg/kg) de CyCy
na fracdo MOSH e de 1MN (2MN) na fragdo MOAH.

Assim, é possivel calcular a concentracdo de MOSH e MOAH na amostra
por meio da formula a seguir (BfR,2012):

(A""’anmsu or MOAH 3 f}f””]

Area

Conc. Papery s, o voan (PPH!} =

Internal— 8§ tan dard

Onde a concentracédo, em ppm (ou mg/kg), de MOSH ou MOAH ¢é dada
multiplicando a Area da fragio MOSH (ou MOAH), em dado intervalo de n° de
carbonos, pela concentracao do padréo quantificador, CyCy (ou 1MN, ou 2MN),
que é 3 ppm, e dividindo este resultado pela area do padrdo quantificador da
fragdo MOSH ou MOAH.

Os intervalos (l1 e I2) de integracdo para MOSH e MOAH foram obtidos,
de acordo com o descrito pelo método BfR (2012) (pag.13, item 6):

C16 < 11 < C25 (24 min a 29 min);
C25 < 12 < C35 (29 min a 35,5 min).

Utilizando o recurso do software de integracdo do GC foi realizada a
correcdo do branco nos cromatogramas obtidos para as fracdes MOSH e MOAH

das triplicatas da amostra.

Das areas totais corrigidas dos intervalos acima descritos, da fracéo
MOSH foram subtraidos (quando presentes/ visiveis no cromatograma) os picos
“sharp” dos hidrocarbonetos de numero impar de carbonos de C23 a C35 que
estdo naturalmente presentes nos alimentos, ndo sendo considerados parte dos
MOSH. Também foi subtraido da &rea do intervalo de C25 a C35 a area do
padrdo interno 5-a-colestano, Cho, que € o marcador final da fracdo MOSH e
geralmente sai coeluido com o n-alcano C28 (ou C29, naturalmente presente

nos alimentos).

Das areas totais corrigidas dos intervalos acima descritos, da fracéao

MOAH foram subtraidos os picos do diisopropilnaftaleno (DIPN) (do intervalo de
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C16 a C25), quando presente na fracdo, e do padréo interno perileno, PER, (do

intervalo C25 a C35) que é o marcador final da fracdo MOAH.

Para cada amostra foi feito um branco (MOSH e MOAH). Foram feitas trés
injecées do branco MOSH e do MOAH no GC-FID.

Como néo existe material de referéncia certificado, ndo é possivel fazer
uma validacdo do método pela forma tradicional. Assim, a fim de se verificar a
performance do método e valida-lo, fez-se uso de uma analise inter laboratorial
com duas amostras de concentracdo conhecida de MOSH e MOAH nos
intervalos de C16-C25 e C25-C35. Para cada uma dessas amostras foi obtido
um branco MOSH e um MOAH e fez-se 2 injecdes de cada a fim de se obter os

limites de quantificacao (LQ) e deteccédo (LD) de cada intervalo de cada fracao.
Os limites de quantificacdo e deteccéo foram calculados usando as equacdes
11 e 12, respectivamente, do INMETRO (DOQ-CGCRE-008; Revi. 07., 2018):

Limite de Quantificagdo (LQ) =0+ 10x S

Limite de Deteccéo (LD) =LQ /3,3

S = Desvio-padrao (do branco, duas injecdes).

Para cada amostra foi também calculado o intervalo de confianca. O
branco foi injetado em triplicata e as fragbes MOSH e MOAH, analisadas em
triplicata para cada amostra foram injetadas duas vezes no GC-FID. O intervalo

de confianca (IC) (95%) € calculado usando a férmula a seguir (Skoog, 2011):

tin-1;1-a) XS

IC (95%) = +
(95%) VN

Onde,

N é o n° de replicatas: N = 3 (branco) e 6 ou 4 (amostra);

1-a é o nivel de probabilidade: a = 0,05, para 1-a = 0,95 (95%);

t € um teste estatistico conhecido como teste t de Student. Os valores de
t de acordo com o n° de graus de liberdade e os niveis de probabilidade s&o
obtidos da tabela 7-3 do Skoog, 2011.:
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t(N-1; 1-0) = t(; 0,95) = 12,70 (95%) (branco), para N= 2;
t(2; 0,95 = 4,30 (95%) (branco ou amostra), para N = 3;
t(3; 0,95 = 3,18 (95%) (amostra), para N = 4;

t(5; 0,95) = 2,57 (95%) (amostra), para N =6;

t(~; 0,95) = 1,97 (95,5%) (amostras, analise interlaboratorial - DRRR), para

um n°® muito grande de gruas de liberdade.

Para estabelecer os tempos de retencéo dos padrdes dos n-alcanos C16
(n-Hexadecano), C25 (n-Pentacosano) e C35 (n-Pentatriacontano), para o
correto estabelecimento das faixas de carbonos para quantificacdo do MOSH e
MOAH, solugdes desses hidrocarbonetos foram adquiridas e analisadas durante
o desenvolvimento do método apresentado.

5.4. Anédlise Estatistica

Foi feito o DoE (planejamento experimental) linear generalizado com os
fatores época com os niveis 1, 2 e 3, cartdo com os niveis 1 e 2 e a fragdo com
0s niveis S1, S2, Al, A2 para a conducdo da analise. Foi feita a analise do
planejamento experimental que resultou que os fatores época, cartdo, fracao e
as interacdes época*cartdo, cartdo*fracdo sao significativas ao nivel de 95% de
confianga. Depois foi feito os testes de varidncia de Bartlett e Levene que
resultou em homocedasticidade ao nivel de 95% e foi feito o teste de Tukey para
verificar as diferencas significativas entre os conjuntos de dados conforme
abaixo com nivel de confianca de 95%.

Foi utilizado o software Addinsoft — XLSTAT — Version 2015.6.01.24494 e

o0 Minitab versdo 16.1.0.

6. RESULTADOS E DISCUSSOES
6.1. Analise Interlaboratorial (DRRR)

O Z'-score foi o parametro escolhido para avaliar o desempenho de cada
laboratorio na determinacdo de MOSH e MOAH em cada intervalo considerado.
Esse parametro permite que comparemos um valor especifico com a populacao
levando-se em conta o valor tipico e a dispersao. Ele mostra o quanto uma

medida se afasta da média em termos de desvios padrdo. Quando o z-score €
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positivo, significa que o dado esta acima da média, quando ele é negativo,
significa que o dado esté abaixo da média.

Férmula usada para o calculo do z’-score:

, m-m
Z'-score = ———LesL
So.+ S

best

Onde:

m é o valor da concentracdo meédia (ou da mediana), obtida pelo
laboratério, das replicatas da amostra (considerando os resultados obtidos por
todos os laboratorios participantes, excluindo-se os outliers);

Meest € & Melhor estimativa para o valor verdadeiro de concentracdo de
MOSH ou MOAH na amostra (considerando os resultados obtidos por todos os
laboratérios participantes, excluindo-se os outliers);

Seest € 0 desvio padréo (considerando os resultados obtidos por todos os
laboratorios participantes, excluindo-se os outliers);

Swm é o desvio padréo da homogeneidade do material (valor fornecido pelo
DRRR no relatério de resultados da analise).

A interpretacdo do esquema de avaliacdo sobre o desempenho dos

laboratorios é a seguinte:

Performance

I=’| =2.00 Satisfatéria

Performance
Questionavel

IZ.I = 3,uu _

6.1.1. Limites de Deteccédo e Quantificacao

2.00 < |z'| < 3,00

Os limites de deteccéo e quantificacao foram determinados com base nos
resultados dos brancos obtidos na analise das amostras 1 e 2 do ensaio

interlaboratorial. Os resultados estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) dos brancos da

Amostra 1 e da Amostra 2 do ensaio interlaboratorial.

MOSH LD LQ

N° de Carbonos (intervalo) Conc. (mg/kg) Conc. (mg/kg)
Cl16 a C25 0,6 1,9
C25aC35 14 4,6
MOAH LD LQ

N° de Carbonos (intervalo) Conc. (mg/kg) Conc. (mg/kg)
Cl16 a C25 1,7 55
C25aC35 1,7 57

Quatro replicatas (N = 4).

Os limites de quantificacdo obtidos atendem limites méaximos de o6leo
mineral em embalagens de alimentos feitas de papel, cartédo ou papeléo de fibras
recicladas estabelecidos pelo Ministério Alemao de Nutricdo, Agricultura e
Protecdo ao Consumidor (BMELV) publicado em julho de 2014. S&o eles: para
MOSH (24 mg/kg) e para MOAH (6 mg/kg) na faixa C16—C25 para contato com
alimentos secos e ndo oleosos ou C16—C35 para contato com alimentos Umidos.

6.1.2. Amostral

A amostra 1 é um cartéo de fibra reciclada (RM CP B MOK 5). Foi obtido
um branco MOSH e um do MOAH (cada um, injetado duas vezes no GC) e uma

duplicata MOSH e MOAH da amostra (cada uma, injetada duas vezes no GC).

Os resultados da duplicata (A1 e A2) da amostra 1 (média de duas

injecdes, cada) sdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Resultados da duplicata da Amostra 1 MOSH e MOAH.

MOSH Replicata | Replicata Média S IC (95%)
Al A2 ¢
N° de N 0
Carbonos Conc. Conc. Conc. Conc. (95%) Conc.
(ntervalo) | (Mo/ka) | (mgkg) | (mgrkg) | (mgrkg) (mg/kg)
Cl6aC25 2279 206,1 217,0 15,4 4| 3,18 24,5
C25aC35 105,7 94,8 100,3 7,7 4( 3,18 12,2
MOAH Replicata | Replicata Média S IC (95%)
Al A2 ¢
N° de N 0
Carbonos Conc. Conc. Conc. Conc. (95%) Conc.
(ntervalo) | (Mo/ka) | (mgkg) | (mgrkg) | (mgrkg) (mg/kg)
Cl6aC25 109,9 108,8 109,3 0,8 4| 3,18 1,2
C25aC35 12,8 11,1 12,0 1,1 4| 3,18 1,8

S: desvio-padréo; N: n° de replicatas; t(.1,1-9: t de Student; IC: Intervalo de confianca.

A seguir estdo apresentados, na Tabela 7, os dados necessarios para o

calculo do z’-score de cada intervalo (C16 a C25 e C25 a C35) de concentragéo

das fracbes MOSH e MOAH na amostra 1. Os dados completos do ensaio

interlaboratorial estédo apresentados no anexo 2 (tabelas | - IV).

Tabela 7 — Dados utilizados no calculo do z-score (Amostra 1)

Mpest * IC (95,5%) Sbest SM

Intervalo | c16aC25 276,1 24.9 64,2 8,5
MOSH

Amostra 1 | C25aC35 199,1 26,8 69,3 8,8

Mpest +IC (95,5%) Shest Swm

Intervalo | c16aC25 70,5 10,2 26,2 1,2
MOAH

Amostral | €C25aC35 40,2 4,2 9,3 2,0

A Tabela 8 a seguir mostra a performance do método para a amostra 1.
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Tabela 8 — Performance do método para a Amostra 1 do ensaio

interlaboratorial.

_ Al A2 Média
Faixa (n° de carbonos) Z’-score | Performance
(mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg)
MOSH (C16-C25) 227,9 206,1 217,0 -0,91 Satisfatoria
MOSH (C25-C35) 105,7 94,8 100,3 -1,41 Satisfatoria
MOAH (C16-C25) 109,9 108,8 109,3 1,53 Satisfatéria
MOAH (C25-C35) 12,8 11,1 12,0 -2,97 Questionavel

6.1.3. Amostra 2

A amostra 2 é um cartédo de fibra virgem com contaminacao cruzada por
fase gasosa (RM CP B PK MO K 1). Foi obtido um branco MOSH e um MOAH
(cada um, injetado duas vezes no GC) e uma duplicata MOSH e MOAH da

amostra (cada uma, injetada duas vezes no GC).

Os resultados da duplicata (A1 e A2) da amostra 2 (média de duas

injecdes, cada) sdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 — Resultados da duplicata da Amostra 2 MOSH e MOAH.

MOSH Rep&'fata RepA"zcata Média S IC (95%)
N° de N to
Carbonos Conc. Conc. Conc. Conc. (95%) Conc.
(intervalo) | (M8/ka) | (makg) | (mgkg) | (mg/k) (mg/kg)
Cl6 a C25 24,1 25,5 24,8 1,0 4| 3,18 1,6
C25aC35 5,2 51 51 0,0 4| 3,18 0,1
MOAH ReDA"lcata RepA";ata Média s IC (95%)
N° de N to
Carbonos Conc. Conc. Conc. Conc. (95%) | Conc.
(ntervalo) | (MIK9) | (mglkg) | (mglkg) | (mg/kg) (mg/kg)
Cl6aC25 12,0 30,3 21,1 13,0 4| 3,18 20,6
C25aC35 <57® <570 < 5,70 @ 4| 3,18 @

S: desvio-padréo; N: n° de replicatas; t(n.1,1-9: t de Student; IC: Intervalo de confianca.

(1) LQqvoaH c25-c3s): 5,7 mg/kg.
(2) Né&o se aplica.
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A seguir estdo apresentados, na Tabela 10, os dados necessarios para o
calculo do z'-score de cada intervalo (C16 a C25 e C25 a C35) de concentracdo
das fragbes MOSH e MOAH na amostra 2. Os dados completos do ensaio

interlaboratorial estédo apresentados no anexo 3 (tabelas V — VIII).

Tabela 10 — Dados utilizados no célculo do z-score (Amostra 2)

+
Mpest (9§,|5C0/0) Sbest SM
Intervalo | C16 a C25 24,1 3,3 7.9 0.8
MOSH
Amostral | €25aC35 5,6 1,2 2,6 0,1
+
Mpest (gg,lé:%)) Sbest SM
Intervalo | C16 a C25 18,6 3,4 7,9 0,9
MOAH
Amostral | €25aC35 4,6 1,9 3,8 0,2

A Tabela 11 a seguir mostra a performance do método para a amostra 2.

Tabela 11 — Performance do método para a Amostra 2 do ensaio

interlaboratorial.

Faixa (n°de Al A2 Média
Z’-score | Performance

carbonos) (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg)
MOSH (C16-C25) 24,1 25,5 24.8 0,05 Satisfatoria
MOSH (C25-C35) 52 51 51 -0,16 Satisfatoria
MOAH (C16-C25) 12,0 30,3 21,1 0,29 Satisfatéria
MOAH (C25-C35) <57 <57 <57 -1,28 Satisfatdria

LQmoaH cas-c35): 5,7 mg/kg. Valor utilizado no célculo do z-score.

A regido C25-C35 da fracio MOAH apresentou performance
qguestionavel, para a amostra 1, pelo método manual. Quatro dos dez
laboratorios que usaram o método manual do BfR, (2012) com GC-FID
apresentaram performance nao satisfatéria. Um laboratorio (N° 24) que néo usou
0 método manual apresentou performance néo satisfatoria também. No entanto,
para a amostra 2 a performance do méetodo foi satisfatoria para todos os
intervalos de n° de carbonos (vide Anexos 2 e 3).
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Os principais cromatogramas das amostras 1 e 2 da analise

interlaboratorial encontram-se nos Anexos 4 e 5 respectivamente.

O método se mostrou adequado para analise de cartdes de material

reciclado e fibra virgem, porém deve-se dar uma atencdo especial para a

determinacao da fracdo MOAH, principalmente de C25-C35.

6.2.

Amostras de Aparas

6.2.1. Pré-Consumo (AP1)

Foi analisada uma amostra de aparas pré-consumo, e 0s resultados

encontrados séo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 — Resultados obtidos para a amostra de aparas pré-consumo.

Replicata | Replicata | Replicata L IC
MOSH Al AD A3 Média S t (95%)
o
Cal;lbgrfos Conc. Conc. Conc. Conc. | Conc. N (95%) | Conc.
(ntervaloy| (MI/k9) | (malkg) | (mgikg) |(mglkg)|(mgkg) (mg/kg)
C16 a C25 36,6 38,6 35,5 36,9 1,6 6| 2,57 1,7
C25aC35| <4,6W < 4,60 <460 | 4,60 @ 6| 2,57 @
Replicata | Replicata | Replicata o IC
MOAH Al AD A3 Média S t (95%)
o
CaTbgﬁos Conc. Conc. Conc. Conc. | Conc. N (95%) | Conc.
(intervalo) | (M9/ka) | (makg) | (mg/kg) |(mglkg)|(mglkg) (mg/kg)
C16 a C25 315 23,5 32,2 29,1 4,8 6| 2,57 51
C25aC35 26,3 15,5 23,6 21,8 5,7 6| 2,57 59

S: desvio-padréo; N: n° de replicatas; t(-1, 1-o: t de Student; IC: Intervalo de confianca.
(1) LQ(mosH c2s-c35): 4,6 mg/kg.

(2) N&o se aplica.

6.2.2. P6s-Consumo (AP2)

Foi analisada uma amostra de aparas pds-consumo, e os resultados

encontrados sao apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13 — Resultados obtidos para a amostra de aparas p6s-consumo.

Replicata | Replicat | Replicat Ly IC
MOSH Al a A2 ap3 | Media| S o |L5%)
[0}
Cal;lbgrfos Conc. Conc. Conc. Conc. | Conc. N (95%) | Conc.
(ntervaloy| (M9/ka) | (ma/kg) | (mgikg) | (ma/kg) | (mg/kg) (mg/kg)
Cl6a C25 2159 77,2 105,9 133,0 73,3 |6 2,57 76,9
C25aC35 289,4 92,7 136,0 172,7 103,4 (6| 2,57 | 108,5
Replicata | Replicat | Replicat o IC
MOAH Al a A2 ap3 | Media | S o |L©@5%)
o
Cal;lbgr?os Conc. Conc. Conc. Conc. | Conc. N (95%) | Conec.
(intervalo)| (M9/ka) | (ma/kg) | (mglkg) |(mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg)
Cl16a C25 125,2 42,5 92,2 86,6 416 |[6] 2,57 43,7
C25a C35 144,1 47,7 110,1 100,6 489 [6] 2,57 51,3

S: desvio-padrdo; N: n° de replicatas; tn-1, 1-o: t de Student; IC: Intervalo de confianga.

As aparas pds-consumo apresentaram maiores concentragées de MOSH
e MOAH, nos dois intervalos avaliados (C16-C25 e C25-C35), do que as aparas
pré-consumo. As aparas p4s-consumo apresentaram maiores concentragfes de
6leo mineral do que as aparas pré-consumo. Como foi analisada somente uma
amostra de cada apara ndo foi possivel estabelecer se esses resultados

representam a situacao das aparas pré e pos-consumo.

Contudo, as aparas pré-consumo apresentaram maiores porcentagem de
MOAH do que as aparas pos-consumo: MOAH (54%)pré, MOAH (38%)pes;
MOAHc16-c25) (44%)prs, MOAH(c16-c2s) (39%)pss; MOAHc25.c35)  (76%)pres,
MOAH c25-c35) (37%)pss.

6.3. Amostras de Cartao

6.3.1. Cartéao tipo 1

Foram analisadas trés amostras de cartédo tipo 1, composto por 51% de
aparas pré-consumo, produzidos em trés épocas distintas 1, 2 e 3 e que foram
identificadas como amostras 1(A), 1 (B) e 1(C), respectivamente. Os resultados

encontrados sédo apresentados nas Tabelas 14, 15 e 16.
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Tabela 14 — Resultados obtidos para a amostra de cartdo 1(A).

Replicata | Replicata | Replicata . IC
MOSH Al AD A3 Média S : (95%)
N° de N 0
Carbonos Conc. Conc. Conc. Conc. | Conc. (95%) | Conc.
(ntervaloy| (M) | (maka) | (markg) |(mglkg)|(mg/kg) (mg/kg)
Cl6 aC25 28,0 32,4 36,5 32,3 4,3 6| 2,57 4,5
C25aC35| <4,60 < 4,60 <4,60 | 4,60 @ 6| 2,57 @
Replicata | Replicata | Replicata . IC
MOAH Al AD A3 Média S t (95%)
N° de N 0
Carbonos Conc. Conc. Conc. Conc. | Conc. (95%) | Conc.
(intervalo) | (M8/ka) | (malkg) | (ma/kg) |(mglkg)|(mglkg) (mg/kg)
Cl6 a C25 52,0 28,5 40,2 40,3 11,8 |6 2,57 12,3
C25aC35 14,3 6,6 10,4 10,5 3,9 6| 2,57 4,1
S: desvio-padréo; N: n° de replicatas; t.1,1-9: t de Student; IC: Intervalo de confianca.
(1) LQ(mosH cos-c3s): 4,6 ma/kg.
(2) Nao se aplica.
Tabela 15 — Resultados obtidos para a amostra de cartdo 1(B).
Replicata | Replicata | Replicata Ly IC
MOSH A1 AD A3 Média S : (95%)
N° de N 0
Carbonos Conc. Conc. Conc. Conc. | Conc. (95%) | Conc.
(intervalo) | (M9/ka) | (mglkg) | (ma/kg) [(mg/kg)|(mglkg) (mg/kg)
C16 a C25 18,4 18,4 16,2 17,7 1,3 6| 2,57 1,3
C25aC35| <4,6W < 4,60 <460 | 4,60 ® 6| 2,57 ®
Replicata | Replicata | Replicata . IC
MOAH Al AD A3 Média S : (95%)
N° de N 0
Carbonos Conc. Conc. Conc. Conc. | Conc. (95%) | Conc.
(intervalo) | (M9/ka) | (mglkg) | (ma/kg) [(mg/kg)|(mglkg) (mg/kg)
Cl6 a C25 33,4 14,5 35,3 27,8 115 |6] 2,57 12,0
C25aC35 10,5 <5,7@ 14,3 10,2 4,3 6| 2,57 4,5

S: desvio-padréo; N: n° de replicatas; t(n.1,1-9: t de Student; IC: Intervalo de confianca.

(1) LQ(mosH cas-c3s): 4,6 mg/kg.
(2) LQoaH ca5-c3s): 5,7 mg/kg.
(3) Né&o se aplica.
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Tabela 16 — Resultados obtidos para a amostra de cartdo 1(C).

MOSH RepAI\ilcata Reppl\igata Reppl\ié:ata Média s t (925/0)
Cal;lggr?os Conc. Conc. Conc. Conc. | Conc. N (95%) | Conc.
(intervalo)| (MOk9) | (mg/kg) | (mg/kg) |(ma/kg)| (ma/kg) (mg/kg)
Cl6aC25 19,0 14,6 9,6 14,4 47 |6]| 2,57 4,9
C25aC35| <4,6® < 4,60 <4,60 | £4,6V @ 6| 2,57 @

MOAH RepAIilcata Rep*i;ata Reppl\ié:ata Média s t (gls(i@
Cal:ll;gr?os Conc. Conc. Conc. Conc. | Conc. N (95%) | Conc.
(intervalo) | (M8/ka) | (malkg) | (ma/kg) [(mg/kg)|(mglkg) (mg/kg)
Cl6 a C25 20,1 36,2 24,9 27,1 8,2 6| 2,57 8,6
C25aC35| <5,7@ 9,3 6,7 7,2 19 |[6] 2,57 1,9

S: desvio-padréo; N: n° de replicatas; t.1,1-9: t de Student; IC: Intervalo de confianca.

(1) LQosH ca25-c35): 4,6 mg/kg.
(2) LQvoaH c2s-cas): 5,7 mg/kg.
(3) Néo se aplica.

A Figura 2 mostra a influéncia da época de producdo do cartdo na
concentracdo de MOSH e MOAH de C16-C25 e C25-C35 para o cartao tipo 1.
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Figura 2 — Influéncia da época de producao do cartdo tipo 1 na concentracdo de 6leo

mineral determinada no cartdo. MOAHcis-c25) (linha azul); MOSHcie.c25) (linha cinza);

MOAHc2s.c35) (linha laranja).
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A analise estatistica indicou que ha diferenca significativa (Figura 2), para
MOSH(c16-c25) € MOAHc16-c25), entre os resultados obtidos na época 1 e os
obtidos nas épocas 2 e 3, mas nao hé diferenca significativa entre os resultados
observados nas épocas 2 e 3. Essas variacdes entre as épocas de producao do
cartdo possivelmente estdo relacionadas com a origem da apara pré-consumo

utilizada.

Para a fracdo MOAHc2s-c35) ndao foi observada diferenga significativa
entre as épocas. Assim como ndo foi observada diferenca significativa na
concentracdo de MOSH(c2s-c35) em relacdo as épocas 1, 2 e 3. Em todas as

épocas essa fracao ficou abaixo do limite de quantificac&o.

6.3.2. Cartéo tipo 2

Foram analisadas trés amostras de cartdo tipo 2, composto por 26% de
uma mistura de aparas pré e pés-consumo, produzidos em trés épocas distintas
1, 2 e 3 e que foram identificadas como amostras 2(A), 2(B) e 2(C),
respectivamente. Os resultados encontrados sédo apresentados nas Tabelas 17,
18 e 19.

Tabela 17 — Resultados obtidos para a amostra de cartdo 2(A).

Replicata | Replicata | Replicata . IC
MOSH Al A2 A3 Média S t (95%)
N° de N o
Carbonos Conc. Conc. Conc. Conc. | Conc. (95%) | Conc.
(intervalo) | (M9/ka) | (ma/kg) | (mglkg) |(mg/kg)|(mg/kg) (mg/kg)
Cl6 aC25 8,6 7,6 9,3 8,5 0,9 6| 2,57 0,9
C25aC35| <4,6W < 4,60 <460 | =4,60 ©) 6| 2,57 ®
Replicata | Replicata | Replicata . IC
MOAH A1 AD A3 Média S t (95%)
N° de N o
Carbonos Conc. Conc. Conc. Conc. | Conc. (95%) | Conc.
(ntervaloy| (Maka) | (maka) | (ma/kg) ((mglkg)|(mgrkg) (mg/kg)
Cl6 aC25 16,9 27,0 26,7 23,5 5,8 6| 257 6,1
C25aC35| <5,7@ 7,6 6,9 6,7 1,0 6| 2,57 1,0

S: desvio-padréo; N: n° de replicatas; t(n.1,1-9: t de Student; IC: Intervalo de confianca.

1) LQosH czs-css): 4,6 mg/kg.
(2) LQ(voaH c25-c3s): 5,7 mg/kg.
(3) Né&o se aplica.
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Tabela 18 — Resultados obtidos para a amostra de cartdo 2(B).

Replicata | Replicata | Replicata . IC
MOSH Al A2 A3 Média S (95%)
N° de N ¢
Carbonos Conc. Conc. Conc. Conc. | Conc. (95%) | Conc.
(ntervaloy| (MI/K9) | (malkg) | (mg/kg) |(mglkg)|(ma/kg) (mg/kg)
Cl6 a C25 10,0 19,7 13,5 14,4 4,9 6| 257 52
C25aC35| <4,60 < 4,60 <4,60 | 4,60 @ 6| 2,57 @
Replicata | Replicata | Replicata . IC
MOAH Al AD A3 Média S (95%)
N° de N !
Carbonos Conc. Conc. Conc. Conc. | Conc. (95%) | Conc.
(intervalo) | (M9/ka) | (malkg) | (mg/kg) |(ma/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Cl6 a C25 21,1 44,3 33,8 33,1 116 |6] 2,57 12,2
C25aC35 7,3 27,3 15,3 16,6 10,1 | 6] 2,57 10,6
S: desvio-padrdo; N: n° de replicatas; tin-1, 1-o: t de Student; IC: Intervalo de confianga.
1) LQmosH c2s-c35): 4,6 mg/kg.
(2) Nao se aplica
Tabela 19 — Resultados obtidos para a amostra de cartdo 2(C).
Replicata | Replicata | Replicata Ly IC
MOSH A1 AD A3 Média S (95%)
N° de N ¢
Carbonos Conc. Conc. Conc. Conc. | Conc. (95%) | Conc.
(intervalo) | (M9/ka) | (ma/kg) | (mg/kg) | (malkg) | (mg/kg) (mg/kg)
Cl6aC25 9,5 9,8 8,7 9,3 0,6 6| 2,57 0,6
C25aC35| <4,6W < 4,60 <4,60 | £4,6W ©) 6| 2,57 ®
Replicata | Replicata | Replicata . IC
MOAH Al AD A3 Média S (95%)
N° de N ¢
Carbonos Conc. Conc. Conc. Conc. | Conc. (95%) | Conc.
(intervalo) | (M9/ka) | (ma/kg) | (mg/kg) |(malkg) | (mg/kg) (mg/kg)
Cl6 a C25 26,4 24,6 8,1 19,7 10,1 | 6| 2,57 10,6
C25aC35 13,4 13,1 <5,7@ 10,7 4,4 6| 257 4,6

S: desvio-padréo; N: n° de replicatas; t(n.1,1-9: t de Student; IC: Intervalo de confianca.

1) LQ(vosH czs-c35): 4,6 mg/kg.
(2) LQoaH c25-c3s): 5,7 mg/kg.
(3) N&o se aplica
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A Figura 3 mostra a influéncia da época de producdo do cartdo na
concentracédo de MOSH e MOAH de C16-C25 e C25-C35 para o cartao tipo 2.

: N
= .// \\

15

10 =

Concentragio de MOH [mg/kg)

1 2 =

Epoca

Figura 3 — Influéncia da época de producao do cartdo tipo 2 na concentragao de 6leo
mineral determinada no cartdo. MOAHcis-c25) (linha azul); MOSHc1e.c2s) (linha cinza);
MOAH c2s.c35) (linha laranja).

A analise estatistica indicou que ha diferenca significativa (Figura 3), para
MOSH e MOAH de C16-C25 e para MOAH de C25-C35, entre os resultados
obtidos na época 2 em relacdo as épocas 1 e 3, mas ndao ha diferenca

significativa entre os resultados obtidos nas épocas 1 e 3.

N&o foi observada diferenca significativa em relagéo as épocas 1, 2 e 3
na concentragdo de MOSHc25-c35. Em todas as épocas essa fragéo ficou abaixo

do limite de quantificacao.

6.3.3. Fibra Virgem Epoca 2

Foi analisada uma amostra de cartdo tipo 3, composto por 100% de fibra
virgem e produzido na época 2, e os resultados encontrados sdo apresentados
na Tabela 20.

62



Tabela 20 — Resultados obtidos para a amostra de cartdo 3(A).

Replicata | Replicata | Replicata - IC
MOSH Al AD A3 Média S t (95%)
N° de N 0
carbonos | €onc- Conc. Conc. | Conc. | Conc. (95%)| Conc.
(ntervaloy| (MI/k9) | (mgkg) | (mg/kg) |(mg/kg)|(mglkg) (mg/kg)
C16 a C25 17,2 11,8 19,2 16,0 38 |[6] 257 4,0
C25aC35 54 4,2 6,5 5,4 1,2 6| 2,57 1,2
Replicata | Replicata | Replicata - IC
MOAH Al AD A3 Média S t (95%)
N° de N 0
Carbonos Conc. Conc. Conc- Conc. | Conc. (95%)| Conc.
(intervalo)| (M8/ka) | (ma/kg) | (mg/kg) |(mglkg)|(mg/kg) (mg/kg)
Cl6 a C25 6,1 9,0 15,7 10,3 4.9 6| 2,57 5,2
C25aC35 <57 <57 <5,7 <57 @ 6| 2,57 @

S: desvio-padréo; N: n° de replicatas; t(.1,1-9: t de Student; IC: Intervalo de confianca.
LQmoaH czs-c35): 5,7 mg/kg.

(2) Nao se aplica.

6.3.4. Fibra Virgem Epoca 3

Os resultados encontrados para a amostra de cartéo tipo 3, composto por

100% de fibra virgem (celulose e pasta de alto rendimento) e produzido na época

3 séo apresentados na Tabela 21.

Tabela 21 — Resultados obtidos para a amostra de cartao 3(B).

Replicata | Replicata | Replicata o IC
MOSH Al AD A3 Média S t (95%)
Ca,:l;grfos Conc. Conc. Conc. Conc. | Conc. N (95%) | Conc.
(intervalo) | (M8/ka) | (ma/kg) | (mg/kg) |(mg/kg) | (mglkg) (mg/kg)
Cl6 aC25 9,5 6,0 14,2 9,9 4,2 6| 2,57 4,4
C25aC35| <4,6® < 4,60 <4,60 | £4,69 ® 6| 2,57 ®
Replicata | Replicata | Replicata o IC
MOAH A1 AD A3 Média S t (95%)
[0}
Cal;lb(()jr?os Conc. Conc. Conc. Conc. | Conc. N (95%) | Conc.
(intervalo) | (M9/ka) | (ma/kg) | (mg/kg) |(mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg)
Cl6 aC25 18,3 @ 15,4 16,8 2,1 |4 3,18 3,3
C25aC35| =57 <57 <57 <57 ® 41 3,18 ®

S: desvio-padrdo; N: n° de replicatas; tn-1, 1-o: t de Student; IC: Intervalo de confianga.

1) LQvosH c2s-css): 4,6 mg/kg.
(2) LQmoaH c2s-c35): 5,7 mg/kg.
(3) N&o se aplica.
(4) Replicata desconsiderada.
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Foi desconsiderada a replicata A2 MOAH porque houve problema durante

o procedimento de SPE, e na obtenc&o do extrato concentrado.

A Tabela 22 apresenta um resumo geral dos resultados das amostras
analisadas.

O cartdo 3(A), 100% de fibra virgem, apresentou mais MOSH (21,4 mg/kg)
do que MOAH (16mg/kg). Ja o cartdao 3(B), cartdo de fibra virgem (mistura de
celulose e pasta de alto rendimento) apresentou mais MOAH (22,5 mg/kg) do
que MOSH (14,6 mg/kg). Esses valores de MOAH ndo eram esperados em
cartdo de fibra virgem, apesar de ser possivel encontrar uma pequena
guantidade. A origem do MOH no cartédo de fibra virgem deveria ser estudada,
por exemplo, com a analise dos insumos do cartdo como a polpa de celulose. O
0leo mineral pode ser usado como antiespumante na fabricacdo de cartdes

sendo uma fonte de contaminag&o do cartdo virgem.

Dos cartbes que possuem aparas em sua composicao, o cartdo 1(A) foi o
que apresentou a maior quantidade de 6leo mineral (87,7 mg/kg). Os cartdes tipo
1 possuem maior porcentagem de aparas em sua composi¢ao, (sendo apenas
pré-consumo). As aparas pré-consumo Sao impressas e sao provenientes de
material rejeitado por graficas. O 6leo mineral pode estar presente em tintas de
impressao usadas em embalagens, como as tintas para impresséo off-set e,

portanto, € esperado que contenham maiores quantidades de MOH.

Ja o cartdo 2(A), que possui uma mistura de aparas pré e pdés-consumo
em sua composicao, foi o0 que apresentou a menor concentracao de 6leo mineral

(43,3 mg/kg), entre os cartbes estudados.

Para as aparas pds-consumo, o valor determinado de 6leo mineral total &
da ordem de 500 mg/kg, porém néo foi possivel avaliar a sua influéncia no valor
total de MOH encontrados nas amostras de cartdo tipo 2. A apara p0s-consumo
€ principalmente papeldo ondulado que pode ou ndo ser impresso, entretanto, a
contaminacgao pode vir de outros insumos utilizados na fabricacdo de caixas de
papeldo ondulado, assim como podem ser provenientes de contaminacfes em
seu uso prévio e também do sistema de coleta e separacdo do material a ser

reciclado.
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Ainda h& muita discussao sobre a definicdo da quantidade de 6leo mineral
que pode estar presente em embalagens para alimentos. O Ministério Aleméo
de Nutricdo, Agricultura e Protecdo ao Consumidor (BMELV) publicou em julho
de 2014, um novo projeto de lei estabelecendo limites maximos para residuos
de 6leo mineral em embalagens de alimentos feitas de papel, cartdo ou papeldo
de fibras recicladas. Estabeleceu-se limites maximos para MOSH (24 mg/kg) e
para MOAH (6 mg/kg) na faixa C16—C25 para contato com alimentos secos e

nao oleosos ou C16—C35 para contato com alimentos umidos.

Os resultados obtidos para o MOSH na faixa de C16-C25 foram abaixo do
limite estabelecido pelo BMELV, com excecdo da amostra 1(A) que apresentou
concentracdo de MOSHc16-c25) € de MOSHotay acima de 24 mg/kg na época 1
de coleta da amostra.

A analise estatistica mostrou que ha influéncia da época de coleta da
amostra. A amostra 1(A), época 1, foi estatisticamente diferente das amostras
1(B) e 1(C), épocas 2 e 3 de coleta, respectivamente. Apesar das amostras terem
a mesma proporcdo de aparas pré-consumo é possivel encontrar valores
diferentes de MOH, pois as aparas pré-consumo podem ser originarias de
diferentes gréficas, ter impressdes diferentes, composicéo de tintas diferentes
entre outros aspectos. Para as amostras de cartdo tipo 2, apesar de
apresentarem também diferenca significativa entre as épocas de coleta, a época
2, cartdo 2(B), € diferente estatisticamente das épocas 1 e 3, cartdes 2(A) e 2(C),
respectivamente. Nos cartbes tipo 2, os valores encontrados para todas as

épocas foram abaixo de 24 mg/kg MOSH (c16-c25) € de MOSH (otal).

Todas as amostras de cartdo, inclusive os de fibra virgem, apresentaram

concentracdo de MOAHcz16-c2s5) € de MOAH total) acima de 6 mg/kg.

E importante ressaltar que o BMELV indica que quando os limites
maximos nos materiais de embalagem sédo excedidos, o material nao
necessariamente deve ser descartado para contato com alimentos. Recomenda-
se a analise de migracéo especifica do 6leo mineral para o alimento desde que
essa migracéo apresente valores inferiores a 2 mg/kg de alimento para MOSH
C20-C35 e 0,5 mg/kg para MOAH C16-C35.
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Biedermann e Grob (2010), em estudo realizado com analises
bidimensionais CG-CG, mostraram que em geral os 6leos minerais encontrados
em cartdo reciclado conttm de 15 a 25% de compostos aromaticos,
predominantemente com 1 a 3 anéis aromaticos. Porém, néo foi observada esta
tendéncia nos cartbes analisados. Observou-se uma maior participacdo de
hidrocarbonetos arométicos do que saturados em quase todas as amostras de
cartdo analisadas, com excecao do cartdo 3(A) de fibra virgem. Observou-se que
a porcentagem de compostos aromaticos, em cartdbes que possuem material
reciclado em sua composicao, variou de 58%, para o cartdo 1(A), a 72%, para o
cartao 2(B).

Na andlise interlaboratorial a tendéncia de se encontrar mais MOSH do
gue MOAH foi observada para as amostras 1 e 2.

A comparacédo estatistica das fracbes de MOSH e MOAH nas faixas de
ndamero de carbonos de 16-25 e 25-35 das amostras de cartdo tipo 1 e tipo 2
mostrou que em todas as andlises a fracdo de MOAH (C16-C25) foi a maior e

diferiu significativamente das demais frac6es (Figuras 2 e 3).
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Tabela 22 — Resumo dos resultados de concentragdo (mg/kg) de MOSH e MOAH nos
intervalos de integragéo de C16-C25 e C25-C35, com intervalo de confianca de 95%, e
MOSH e MOAH totais, bem como o total de 6leo mineral (MOH).

MOSH Cl6a MOSH C25a MOAH C16a MOAH C25 a
Amostra C25 C35 'E/t'gtil'? C25 C35 'XSQB' (':’(')?aﬁ')
(£1C95%)  (xIC 95%) ( IC 95%) ( IC 95%)
1(A)
51% Pré-consumo 32,3+ 4,5 46(LQ) 36,9 40,3+123 105+41 508 87,7
(1)
1(B)
51% Pré-consumo 17,7+ 1,3 46(LQ) 223 27,8+120 102+45 380 60,3
(2
1(C)
48% Pré-consumo 14,4+ 4,9 4,6 (LQ) 19,0 27,1+8,6 72+1)9 34,3 53,3
3)
2(A)
0, A AQ-
2200 [PEIPEE 8,5+0,9 4,6 (LQ) 13,1  235+6,1 6,7+ 1,0 30,2 43,3
consumo
(1)
2(B)
0, A AQ-
2 [FIEIFES 14,4+52 46(LQ) 190 331+122  166+10,6 49,7 68,7
consumo
(2
2(C)
0, A AQ-
26% Pre/Pos 9,3+0,6 46(Q) 139 1974106  107+46 304 443
consumo
3)
3(A)
100% Fibra 16,0 + 4,0 54+12 214  10,3+52 57 (LQ) 160 37,4
Virgem
(2
3(B)
100% Fibra
Vireem 9,9+44 46(LQ) 145  16,8+3,3 57 (LQ) 225 37,0
(3)
(AP1)
A 36,9+1,7 46(LQ) 415 291+51 21859 50,9 924
consumo
3)
(AP2)
AR 13304769 172,7+1085 3057 86,6+437  100,6+513 187,2 4929
consumo

®3)
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7. CONCLUSOES

O método se mostrou adequado para andlise de cartdes com fibra virgem
e com material reciclado, além de aparas pré e pds-consumo. A analise de MOH
€ trabalhosa, demorada e com muitas etapas que possibilitam a adicdo de
contaminantes que podem influenciar os resultados, o que exigi cuidados desde
a lavagem do material de laboratério até a finalizagdo quando a amostra é
injetada no cromatografo a gas. No método off-line a etapa mais critica € a de
concentracdo da amostra. Foram testados dois métodos de concentracdo, com
fluxo de N2 (g) e rota-evaporacao, sendo que a menor perda de padrdes foi obtida

com o rota-evaporador.

A época de producdo do cartdo influencia no teor de 6leo mineral
encontrado. A composi¢cdo do cartdo em relacdo a quantidade e tipo de aparas
determina a quantidade de MOH no material. Os resultados mostram que o teor

de MOH nas aparas pré-consumo ndo é homogéneo e depende da sua origem.

N&o foi possivel avaliar a influéncia das aparas pos-consumo no teor de
MOH determinado nas amostras analisadas porque ndo foram analisadas
amostras com diferentes porcentagens de aparas pos-consumo misturadas com

fibra virgem.

8. RECOMENDACOES

Recomenda-se realizar ensaio de migracédo especifica de MOH quando
os valores recomendados pelo BMELV para material (cartdo, papel ou papelao
ondulado) se excederem. O material pode ser aceito desde que a migracéo
apresente valores inferiores a 2 mg/kg de alimento para MOSH C20-C35 e 0,5
mg/kg para MOAH C16—-C35.

Recomenda-se em um estudo futuro uma investigacédo mais aprofundada
nas possiveis fontes de contaminacdo do cartdo produzido com fibras virgens,
como analise da chapa de celulose recebida para a producéo do cartédo além de
outros insumos. Recomenda-se também o monitoramento através de analises
das aparas pré-consumo para avaliacao prévia da contaminacdo de MOH no

material recebido.
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10. Anexos

Anexo 1
Step 1 Step 2 Step 3
Conditioning Loading the sample Elution of dead volume
10 mL eluent A 1 mL for food extracts 2 mL eluent A
{If necessary 2x 5 mL) 0.2 mL for paperboard
extracts

Siep 4 Step 5 Step 6
Elution of MOSH fraction Elution of MOSH fraction Elution of MOAH fraction
4 mL eluent A 2 mL eluent B 12 mL eluent B

(If necessary 2x & mL)

‘B

B
- -, L -:I--
et
I,/ MDSH\I [ MOAH,
"\ -"\ /'
10 ml pear-shaped flask 10 mi pear-shaped fask 25 mi pear-shaped flask

Figura |. Esquema do procedimento de SPE, retirado do método BfR, 2012.
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Resultados do Ensaio Interlaboratorial (DRRR) Amostra 1

Anexo 2

Tabela | — Performance do método para a Amostra 1 - MOSH (C16-C25).

N° do Lab (mgllkg) (mglzkg) (mglskg) Rel\p/)lﬁg;?as z(D;%oRr)e Per&‘grlrjwaabnce
(mg/kg) (DRRR)

1 285,1 283,0 N 284,1 0,12 Satisfatoria
2 410,7 337,1 N 373,9 1,51 Satisfatoria
3 324,1 278,2 N 301,2 0,39 Satisfatoria
4 149,2 143,2 N 146,2 -2,00 Satisfatoria
5 316,5 315,8 N 316,2 0,62 Satisfatoria
6 405,0 360,0 N 382,5 1,64 Satisfatoria
7 278,9 276,2 N 277,6 0,02 Satisfatoria
8 252,7 275,3 N 264,0 -0,19 Satisfatoria
9 320,8 328,6 N 3247 0,75 Satisfatoria
10 286,0 299,0 N 2925 0,25 Satisfatoria
11 234,7 N N 234,7 -0,64 Satisfatoria
12 198,4 189,7 N 194,1 -1,26 Satisfatoria
14 2945 297,1 N 295,8 0,30 Satisfatoria
15 252,0 224,5 N 238,3 -0,58 Satisfatoria
16 272,6 272,8 N 272,7 -0,05 Satisfatoria
17 180,0 161,2 N 170,6 -1,62 Satisfatoria
18 300,8 2942 N 297,5 0,33 Satisfatdria

19 137,5 134,9 N 136,2 -2,15 Questionavel
20 183,7 203,9 N 193,8 -1,27 Satisfatoria
21 306,5 294.6 N 300,6 0,38 Satisfatoria
22 256,8 258,8 N 257,8 -0,28 Satisfatoria
23 323,0 386,0 N 354,5 1,21 Satisfatoria
24 317,5 2259 N 271,7 -0,07 Satisfatoria
25 289,2 259,9 N 274,6 -0,02 Satisfatoria
26 324,5 330,5 N 327,5 0,79 Satisfatoria
27* 227,9 206,1 N 217,0 -0,91 Satisfatéria

*Resultados do Laboratério n° 27 correspondem aos do presente trabalho.
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Tabela Il — Performance do método para a Amostra 1 - MOSH (C25-C35).

N° do Lab (mg‘llkg) (mglzkg) (mgﬁ(g) Rel\gﬁg;as Z(lssgoé)e Per(;ccc))rlr_naabnce
(mg/kg) (DRRR)

1 232,7 230,6 N 231,7 0,47 Satisfatoria
2 352,6 266,9 N 309,8 1,58 Satisfatoria
3 256,0 216,0 N 236,0 0,53 Satisfatoria
4 127,1 124,9 N 126,0 -1,05 Satisfatoria
5 248,4 245,3 N 246,9 0,68 Satisfatoria
6 356,0 328,0 N 342,0 2,05 Questionavel
7 222,4 2223 N 2224 0,33 Satisfatoria
8 2129 236,3 N 224,6 0,37 Satisfatoria
9 313,8 331,1 N 322,5 1,77 Satisfatéria
10 235,0 273,0 N 254,0 0,79 Satisfatéria
11 157,1 N N 157,1 -0,60 Satisfatoria
12 162,3 167,1 N 164,7 -0,49 Satisfatéria
14 251,0 252,7 N 251,9 0,76 Satisfatéria
15 156,0 137,8 N 146,9 -0,75 Satisfatoria
16 207,8 208,8 N 208,3 0,13 Satisfatéria
17 136,2 121,6 N 128,9 -1,00 Satisfatéria
18 214,0 210,7 N 212,4 0,19 Satisfatoria
19 96,0 106,4 N 101,2 -1,40 Satisfatéria
20 128,6 135,9 N 132,3 -0,96 Satisfatoria
21 111,0 105,1 N 108,1 -1,30 Satisfatoria
22 181,6 180,5 N 181,1 -0,26 Satisfatoria
23 112,0 108,0 N 110,0 -1,27 Satisfatoria
24 236,7 130,0 N 183,4 -0,22 Satisfatéria
25 223,5 212,6 N 218,1 0,27 Satisfatoria
26 254,5 257,4 N 256,0 0,81 Satisfatoria
27* 105,7 94,8 N 100,3 -1,41 Satisfatéria

*Resultados do Laboratdrio n°® 27 correspondem aos do presente trabalho.

78




Tabela Ill — Performance do método para a Amostra 1 - MOAH (C16-C25).

N° do Lab (mg\/lkg) (mglzkg) (mgﬁ(g) Re'\p/)llei::jla?as Z(lssgoé)e Per(;ccc))rlr_naabnce
(mg/kg) (DRRR)
1 77,5 76,1 N 76,8 0,24 Satisfatoria
2 128,5 116,4 N 122,5 1,97 Satisfatoria
3 89,7 73,3 N 81,5 0,42 Satisfatoria
4 14,0 13,4 N 13,7 -2,16 Questionavel
5 92,4 103,2 N 97,8 1,04 Satisfatoria
6 103,0 77,0 N 90,0 0,74 Satisfatoria
7 81,0 80,3 N 80,7 0,38 Satisfatoria
8 72,4 76,5 N 74,5 0,15 Satisfatoria
9 54,1 52,5 N 53,3 -0,65 Satisfatoria
10 41,0 35,0 N 38,0 -1,24 Satisfatoria
11 46,2 N N 46,2 -0,92 Satisfatoria
12 57,9 55,7 N 56,8 -0,52 Satisfatoria
14 83,9 84,9 N 84,4 0,53 Satisfatoria
15 85,6 80,7 N 83,2 0,48 Satisfatoria
16 75,8 77,1 N 76,5 0,22 Satisfatoria
17 58,2 52,4 N 55,3 -0,58 Satisfatoria
18 65,4 64,2 N 64,8 -0,22 Satisfatoria
19 49,5 53,8 N 51,7 -0,72 Satisfatoria
20 49,3 54,1 N 51,7 -0,72 Satisfatoria
21 107,3 97,5 N 102,4 1,21 Satisfatoria
22 72,2 72,1 N 72,2 0,06 Satisfatoria
23 58,0 76,0 N 67,0 -0,13 Satisfatoria
24 14,2 11,5 N 12,9 -2,19 Questionavel
25 85,8 71,5 N 78,7 0,31 Satisfatoria
26 90,4 91,5 N 91,0 0,78 Satisfatoria
27* 109,9 108,8 N 109,3 1,53 Satisfatéria

*Resultados do Laboratdrio n°® 27 correspondem aos do presente trabalho.
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Tabela IV — Performance do método para a Amostra 1 — MOAH (C25-C35).

N° do Lab Al A2 A3 Rel\[;lﬁg:tlas z'- score Performance
(mg/kg) | (mg/kg) | (ma/kg) (ma/kg) (DRRR) do Lab (DRRR)
1 40,6 41,0 N 40,8 0,07 Satisfatéria
2 88,5 68,9 N 78,7 4,05 N&o Satisfatoria
3 50,5 40,2 N 45,4 0,54 Satisfatéria
4 2,7 2,3 N 2,5 -3,96 N&o Satisfatoria
5 37,6 37,2 N 374 -0,29 Satisfatoria
6 91,0 99,0 N 95,0 5,76 N&o Satisfatoria
7 47,9 51,9 N 49,9 1,02 Satisfatéria
8 33,6 36,9 N 35,3 -0,52 Satisfatéria
9 136,6 133,7 N 135,2 9,98 Nao Satisfatéria
10 34,0 37,0 N 35,5 -0,49 Satisfatoria
11 25,9 N N 25,9 -1,50 Satisfatéria
12 311 311 N 31,1 -0,95 Satisfatoria
14 53,4 55,3 N 54,4 1,49 Satisfatoria
15 49,0 48,7 N 48,9 0,91 Satisfatéria
16 42,1 43,2 N 42,7 0,26 Satisfatoria
17 22,9 22,4 N 22,7 -1,84 Satisfatoria
18 43,6 40,8 N 42,2 0,21 Satisfatéria
19 36,7 24,9 N 30,8 -0,99 Satisfatoria
20 42,3 43,7 N 43,0 0,30 Satisfatoria
21 42,5 40,2 N 41,4 0,12 Satisfatoria
22 32,5 29,5 N 31,0 -0,96 Satisfatoria
24 4.9 1,3 N 3,1 -3,90 Nao Satisfatéria
25 56,7 49,3 N 53,0 1,35 Satisfatoria
26 52,0 52,6 N 52,3 1,27 Satisfatéria
27* 12,8 11,1 N 12,0 -2,97 Questionavel

*Resultados do Laboratdrio n°® 27 correspondem aos do presente trabalho.
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Anexo 3

Resultados do Ensaio Interlaboratorial (DRRR) Amostra 2:

Tabela V — Performance do método para a Amostra 2 - MOSH (C16-C25).

N° do Lab Al A2 A3 Rel\p/)lﬁgiaetlas z'-score Performance
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (ma/kg) (DRRR) do Lab (DRRR)
1 24,2 24,1 N 24,2 0,01 Satisfatdria
2 41,0 30,3 N 35,7 1,45 Satisfatéria
3 24,3 21,2 N 22,8 -0,17 Satisfatéria
4 65,3 68,8 N 67,1 5,39 N&o Satisfatoria
5 25,0 25,4 N 25,2 0,14 Satisfatdria
6 52,0 36,0 N 44,0 2,50 Questionavel
7 23,9 24,1 N 24,0 -0,01 Satisfatoria
8 26,2 26,1 N 26,2 0,26 Satisfatdria
9 29,9 27,0 N 28,5 0,55 Satisfatoria
11 19,5 N N 19,5 -0,57 Satisfatéria
12 16,7 16,0 N 16,4 -0,97 Satisfatoria
14 25,1 24,3 N 24,7 0,08 Satisfatoria
15 26,4 28,1 N 27,3 0,40 Satisfatoria
16 21,7 20,6 N 21,2 -0,37 Satisfatdria
17 6,8 7,8 N 7,3 -2,10 Questionavel
18 27,4 27,1 N 27,3 0,40 Satisfatéria
19 60,3 57,8 N 59,1 4,38 Nao Satisfatoéria
20 16,9 16,0 N 16,5 -0,96 Satisfatéria
21 28,2 27,2 N 27,7 0,45 Satisfatéria
22 16,9 16,3 N 16,6 -0,94 Satisfatdria
24 7,4 10,2 N 8,8 -1,91 Satisfatdria
25 24,4 22,4 N 23,4 -0,08 Satisfatéria
26 28,2 28,2 N 28,2 0,52 Satisfatdria
27* 24,1 25,5 N 24,8 0,05 Satisfatoria

*Resultados do Laboratdrio n°® 27 correspondem aos do presente trabalho.
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Tabela VI — Performance do método para a Amostra 2 - MOSH (C25-C35).

N° do Lab (mg\/lkg) (mg‘lzkg) (mgﬁ(g) Rel\p/)lﬁglaetlas Z(lssgoé)e Per(;ccc))rlr_naabnce
(mg/kg) (DRRR)

1 3,4 3,6 N 3,5 -0,77 Satisfatoria
2 7,0 8,2 N 7,6 0,77 Satisfatoria
3 53 3,8 N 4,6 -0,38 Satisfatoria
4 30,0 31,4 N 30,7 9,49 Sati';';‘;éria
6 10,0 9,0 N 9,5 1,49 Satisfatoria
8 4,4 5,2 N 4,8 -0,28 Satisfatoria
9 7,5 4.2 N 5,9 0,11 Satisfatoria
11 11,3 N N 11,3 2,17 Questionavel
12 3,3 2,4 N 29 -1,02 Satisfatoria
14 9,3 10,1 N 9,7 1,57 Satisfatoria
15 4,9 5,2 N 51 -0,19 Satisfatoria
16 3,5 1,8 N 2,7 -1,09 Satisfatoria
18 6,9 4,9 N 5,9 0,13 Satisfatoria
19 68,7 85,6 N 77,2 27,02 Satima
20 49 4,6 N 4.8 -0,30 Satisfatoria
21 6,8 6,4 N 6,6 0,40 Satisfatoria
22 1,3 2,3 N 1,8 -1,42 Satisfatoria
25 8,1 8,7 N 8,4 1,08 Satisfatdria
26 5,2 5,3 N 53 -0,11 Satisfatdria
27* 5,2 51 N 51 -0,16 Satisfatéria

*Resultados do Laboratdrio n° 27 correspondem aos do presente trabalho.
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Tabela VII — Performance do método para a Amostra 2 - MOAH (C16-C25).

N° do Lab (mg‘llkg) (mg‘lzkg) (mgﬁ(g) Rel\gﬁg;as Z(lssgoé)e Per(;ccc))rlr_naabnce
(mg/kg) (DRRR)

1 18,8 18,9 N 18,9 0,03 Satisfatoria
2 32,3 23,7 N 28,0 1,19 Satisfatoria
3 22,8 20,4 N 21,6 0,38 Satisfatoria
4 54 6,3 N 5,9 -1,61 Satisfatoria
5 44,8 43,4 N 44,1 3.22 Satiglfa?éria
6 31,0 29,0 N 30,0 1,44 Satisfatoria
7 23,6 23,2 N 23,4 0,61 Satisfatoria
8 17,3 18,2 N 17,8 -0,11 Satisfatoria
9 20,2 19,4 N 19,8 0,15 Satisfatéria
11 2,8 N N 2,8 -2,00 Questionavel
12 12,6 12,5 N 12,6 -0,76 Satisfatoria
14 21,8 21,7 N 21,8 0,40 Satisfatéria
15 23,0 23,0 N 23,0 0,56 Satisfatoria
16 18,3 18,8 N 18,6 -0,01 Satisfatoria
18 7,0 55 N 6,3 -1,56 Satisfatoria
19 48,1 47,0 N 47,6 3,66 catii
20 8,3 7,6 N 8,0 -1,35 Satisfatoria
21 22,6 229 N 22,8 0,52 Satisfatdria
22 10,8 9,4 N 10,1 -1,07 Satisfatoria
24 6,5 4.2 N 54 -1,67 Satisfatoria
25 19,3 17,9 N 18,6 0,00 Satisfatoria
26 23,6 24,1 N 23,9 0,66 Satisfatoria
27* 12,0 30,3 N 21,1 0,29 Satisfatoria

*Resultados do Laboratdrio n° 27 correspondem aos do presente trabalho.
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Tabela VIII — Performance do método para a Amostra 2 - MOAH (C25-C35).

Média

N° do Lab Al A2 A3 Replicatas z'- score Performance
(mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg) (DRRR) do Lab (DRRR)
1 1,7 1,8 N 1,8 -0,76 Satisfatdria
2 6,4 9,3 N 7,9 0,85 Satisfatoria
3 2,7 2,9 N 2,8 -0,48 Satisfatdria
4 15 1,4 N 15 -0,84 Satisfatdria
5 4.0 5,6 N 4.8 0,04 Satisfatoria
6 16,0 10,0 N 13,0 2,20 Questionavel
7 2,8 3,0 N 29 -0,46 Satisfatdria
8 2,2 3,2 N 2,7 -0,51 Satisfatoria
9 26,3 27,2 N 26,8 5,81 N&o Satisfatoria
11 0,5 N N 0,5 -1,09 Satisfatoria
14 8,7 8,4 N 8,6 1,03 Satisfatoria
15 2,4 2,3 N 2,4 -0,60 Satisfatoria
18 6,3 4,7 N 55 0,23 Satisfatoria
19 72,5 84,5 N 78,5 19,41 Nao Satisfatoéria
20 2,4 1,2 N 1,8 -0,74 Satisfatoria
21 11,4 10,2 N 10,8 1,62 Questionavel
22 0,5 0,5 N 0,5 -1,09 Satisfatdria
25 6,5 7,3 N 6,9 0,60 Satisfatoria
27* <57® [ <57® N <57® -1,28 Satisfatoria

*Resultados do Laboratdrio n° 27 correspondem aos do presente trabalho.

(2). Limite de quantificagdo do método. Valor utilizado para o célculo do z score.
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Anexo 4

Principais Cromatogramas da Amostra 1 da Analise Interlaboratorial:

24 min i
29 min 35,5 min

Amostra 1: Cromatograma do Branco MOSH (12 injecao)

24 min 29 min 35,5 min

Amostra 1: Cromatograma do Branco MOAH (12 injecao)
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24 min 29 min 35,5 min

Amostra 1: Cromatograma MOSH

24 min 29 min 35,5 min

Amostra 1: Cromatograma MOAH
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Anexo 5

Principais Cromatogramas da Amostra 2 da Analise Interlaboratorial.

24 min 29 min 35,5 min

Amostra 2: Cromatograma do Branco MOSH (12 injecao)

24min 99 min 35,5 min

Amostra 2: Cromatograma do Branco MOAH (12 injecao)
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24 min 29 min 35,5 min

Amostra 2: Cromatograma MOSH

|
‘ |
24 min 29 min 35,5 min

Amostra 2: Cromatograma MOAH
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