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RESUMO

TONELOTTO, R.A.C. Avaliacédo da presenca do 3-monocloro-1,2-propanediol e glicidol em
6leos vegetais comestiveis utilizando GC/MS/MS e seu risco toxicoldgico.2019.214f.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo.
20109.

Cloropropandis sdao um grupo conhecido de contaminantes relacionados ao processamento de
alimentos. Eles sdo formados na reacdo entre lipideos e cloretos quando submetidos ao
tratamento térmico, e podem ser encontrados na forma livre ou ligada. O 3-monocloro-1,2-
propanediol (3-MCPD), ¢ classificado pela IARC como possivel carcindgeno humano (grupo
2B). O glicidol (e seus eésteres), é classificado também pela IARC como uma substancia
provavelmente carcinogénica para seres humanos (grupo 2A), e, recentemente, vem sendo
encontrado em alimentos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca do 3-MCPD e do
glicidol em 6leos vegetais comestiveis utilizando a cromatografia gasosa com detector de massa
triplo quadrupolo MS/MS. A técnica utilizada foi a preconizada pela AOCS Cd 29c-13, sendo
uma andlise indireta, e foi possivel adapta-la visando as determinagdes do 3-MCPD e glicidol
através da construcdo de curvas de calibracdo e analises de amostras de referéncia. O método foi
validado e os resultados indicaram o limite de detecgdo do composto 3-MCPD, de 42,4 pg/kg e
o limite de quantificacdo de 50 pg/kg, e para o Glicidol indicaram o limite de deteccdo de 43,5
Hg/kg e limite de quantificagdo de 50 pg/kg. Os resultados para 3-MCPD obtidos nos ensaios da
curva de calibracao e linearidade demonstraram que o método foi capaz de expressar resultados
com boa linearidade (0 - 10 mg/kg , r?, = 0.9991). Os resultados obtidos nos ensaios de exatido
obedeceram aos critérios de 70 a 120% de recuperacdo, e £20% de variacao entre os resultados
de acordo com SANTE (2017). O método em questdo demonstrou ser seletivo, uma vez que ndo
foram observados picos interferentes nos tempos de retencdo dos compostos estudados. Os
ensaios de precisdo nos niveis baixos, médio e alto e robustez demonstraram que o método é
robusto e preciso, portanto a validacdo foi considerada adequada ao uso pretendido. Foram
analisadas 368 amostras de dleos vegetais (76 amostras de 6leo de canola, 48 amostras de 6leo
de milho, 69 amostras de 6leo de algoddo, 33 amostras de 6leo de palma, 10 amostras de 6leo de
palmiste, 50 amostras de oleina de palma, 30 amostras de 6leo de soja e 51 amostras de 6leo de
girassol). As concentracdes das amostras analisadas apresentaram resultados para 3-MCPD com
valores médios entre 203 a 1205 pg/kg. Para o Glicidol os valores foram de 2 a 1198 pg/kg, com
elevado o desvio padréo entre os resultados analiticos, onde o 6leo de palma apresentou a maior
variacdo de 1600 a 5260 pg/kg. Atraves da avaliagéo do risco realizada para o composto 3-MCPD
foi possivel detectar, utilizando o critério do pior cenario de exposi¢éo e resultados analiticos, 0s
valores diarios de consumo de Oleo de algodao de 0,044 ug/kg p.c., de dleo de girassol 0,045
ug/kg p.c., 6leo de canola 0,18 pg/kg p.c., 6leo de palma de 0,28 pug/p.c, 6leo de milho de 0,0462
ug/kg p.c., e o 6leo de soja, de maior consumo no Brasil (72%) apresentou o valor de 0,27 pg/kg
p.c. O consumo de todos estes 0leos, pela a populacdo brasileira, pode ser considerado seguro
ao comparar com o valor de TDI — Ingestdo Diaria Toleravel - de 2ug/kg p.c.. Através da
avaliacdo do risco realizada também utilizando o critério de pior cenario de exposicdo e e
resultados analiticos para o composto glicidol foi possivel verificar que os valores diarios de
consumo de 6leo de algoddo de 0,061 pg/kg p.c., de oleo de girassol 0,03 pg/kg p.c., 6leo de
canola 0,13 ug/kg p.c. e de 6leo de palma de 0,57 ug/p.c, de 6leo de milho de 0,11 pg/kg p.c, e
0 Oleo de soja de maior consumo no Brasil (72%) néo ultrapassam o valor de 0,288 ug/kg p.c
indicando consumo seguro destes 6leos para a populacéo brasileira baseado na TDI de 1000ug/kg

p.C.
Palavras-chave: Contaminantes em 6leo, 3-MCPD, Glicidol, GC/MS/MS, Espectrometria

de Massas, Avaliacéo do Risco



ABSTRACT

TONELOTTO, R.A.C. Evaluation of the presence of 3-monochloro-1,2-propanediol and
glycidol in edible vegetable oils using GC/MS/MS and its toxicological risk.2018.214f.
Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo.
2018.

Chloropropanols are a known group of contaminants related to food processing. They are
formed during the reaction process between lipids and chlorides when submitted to heat
treatment and can be found in free or bound form. The 3-monochloro-1,2-propanediol (3-
MCPD), is classified by IARC as a possible human carcinogen (group 2B). Glycidol (and its
esters), also classified by IARC as a substance likely to be carcinogenic to humans (group
2A), has recently been found in food. The present study aims to evaluate the presence of 3-
MCPD and glycidol in edible vegetable oils using gas chromatography with triple quadrupole
MS/MS mass detector. The technique applied is recommended by AOCS, guide Cd 29c-13,
an indirect analysis, and allows quantification of 3-MCPD and glycidol by building the
calibration curves and analysis of reference samples. The method was validated and the
detection limit of the contaminant 3-MCPD of 42,4 pg/kg and the quantification limit of 50
pg/kg was established. For Glycidol the detection limit of was 43,5 pg/kg and quantification
limit was 50 pg/kg. The results obtained in the calibration and linearity curves demonstrated
that the method could express results with good linearity (0 — 10 mg/kg, r?, = 0.9991). The
results obtained in the trueness trials agreed to the criteria of 70 to 120% of recovery, and *
20% of variation between the results according to what is preconized by SANTE (2017). The
method showed to be selective, since no interfering peaks were observed in the retention times
of the studied compounds. The tests performed on low, medium and high values demonstrated
the robustness and precision of the method, so the validation was considered completed and
suitable for the purpose. A total of 368 vegetable oil samples were analyzed (76 samples of
canola oil, 48 samples of corn oil, 69 samples of cottonseed oil, 33 samples of palm oil, 10
samples of kern palm oil, 50 samples of palm olein, 30 samples of soybean oil and 51 samples
of sunflower oil). The results found in samples for 3-MCPD were within mean values between
203 and 1205 pg/kg. The results found in samples for glycidol were within mean values
between 2 to 1198 pg/kg where palm oil presented the highest variation for glycidol from
1600 to 5260 pg/kg. Through the risk assessment for the contaminant 3-MCPD it was possible
to detect the values based on exposed worst case scenario and analytical results. The results
for cottom oil were 0,044 ng/kg bw, sunflower 0,045 pg/kg bw, canola 0,18 pg/kg bw and
palm oil 0,28 pg/kg bw, corn oil 0,0462 pg/kg bw, and for soybean, which is the most
consumed oil in Brazil (72%) the value of 0,27 pg/kg bw. These results indicates safe
consumption for these oils based in the Theoretical Daily Ingestion - TDI of 2pug/kg bw. The
risk assessment for the glycidol based on exposure worst case scenario and analytical results
presented for cottom oil the value of 0,061 pg/kg bw, sunflower 0,03 pg/kg bw, canola oil
0,13 ng/kg bw , palm oil 0,57 pg/kg bw, corn oil 0,11 pg/kg bw and for soybean, which is
the most consumed in Brazil - 72% the value of 0,27 ug/kg bw. These results indicates safe
consumption for these oils based in the TDI of 1000png/kg bw.

Key Words: Contaminants in oil, 3-MCPD, Glycidol, GC / MS / MS, Mass Spectrometry,
Risk Assessment
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1. INTRODUCAO

A formacéo de compostos toxicos durante o processamento de alimentos é considerada uma
importante questdo em relagdo a seguranca de alimentos. Estes compostos, que ndo sao
detectados na matéria-prima, podem ser formados por reacBes quimicas, entre substancias
naturalmente presentes e/ou adicionadas aos alimentos, durante o processamento envolvendo a
utilizacdo de altas temperaturas, fermentacdo, hidrolise e defumacdo, entre outros. A grande
preocupacdo associada a ocorréncia de tais contaminantes na dieta se justifica pelos riscos que
eles podem causar a satde do consumidor, uma vez que muitos deles sdo considerados possiveis
ou provaveis agentes carcindgenos em seres humanos (Lineback, 2009).

Embora a exposi¢cdo humana a estas substancias venha ocorrendo ha vérias geracoes, a
deteccdo em alimentos foi identificada somente em meados de 1960. Alguns exemplos incluem
a identificacdo de n-nitrosaminas em peixes e carnes curadas, de aminas heterociclicas em carnes
e peixes grelhados e de cloropropandis, entre eles o 3-monocloropropano-1,2-diol (3-MCPD),
em proteina vegetal hidrolisada (Davidek, et. al., 1980). A partir do inicio do segundo milénio,
esta classe de contaminantes recebeu uma aten¢do ainda maior, devido a descoberta da formacéo
de acrilamida e furano durante o tratamento térmico de uma grande variedade de alimentos que
sdo regularmente consumidos (Tarake, et. al., 2002). Além disso, 0 interesse por este tipo de
substancia eventualmente toxica passou a ser ainda maior apds a deteccéo de altos niveis de 3-
MCPD ligado a &cidos graxos (ésteres de 3-MCPD) em diversos alimentos processados
(Svejkovska, et. al., 2004).

Assim, a presenca de ésteres de 3-MCPD em alimentos levantou uma preocupac¢do imediata
na comunidade cientifica mundial devido a possibilidade destes compostos representarem uma
fonte adicional de exposicdo, até entdo desconhecida, caso fossem hidrolisados pelas enzimas do
sistema digestorio humano. Esta preocupacéo justifica-se pelo fato de que o 3-MCPD ter
mostrado propriedades nefrotdxicas, bem como, capacidade de afetar a fertilidade e induzir
cancer em animais de experimentacdo (IARC, 2012). Em um estudo preliminar realizado na
Alemanha, considerando-se os niveis de ésteres de 3-MCPD encontrados em alimentos e
assumindo que 100% destes esteres sao hidrolisados durante a digestéo, foi possivel verificar que
a exposicao da populacdo adulta aos ésteres de acidos graxos de 3-monocloropropano-1,2-diol
através do consumo de gorduras comestiveis e alimentos gordurosos, e assumindo o valor de
TDI de 2 pg/kg peso corpéreo (p.c.) de 3-MCPD, é excedido em adultos com alto consumo de
0Oleos vegetais refinados. No caso de férmulas infantis, isto se aplica em particular para populacao
infantil que ingere alimentos formulados, uma vez que o conceito TDI também ¢ aplicado a

criangas, embora nédo aos primeiros meses de vida infantil (BfR, 2007).
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O 3-MCPD foi classificado pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC)
como possivel carcindgeno humano (grupo 2B) (IARC, 2012).

Em relacdo ao composto 2-MCPD hé ainda poucos dados toxicoldgicos disponiveis e
tampouco limites regulatdrios estabelecidos vigentes. Ndo foram evidenciados dados de
avaliacdo de exposicdo para o composto 2-MCPD, e por esta razdo este composto ndo foi
considerado como objeto de estudo no presente trabalho.

O glicidol foi classificado também pela IARC como uma substancia provavelmente
carcinogeénica para seres humanos (grupo 2A), (IARC, 2000). Além disso, o glicidol pode se ligar
covalentemente as macromoléculas celulares (exemplo DNA e hemoglobina) em virtude da
natureza eletrofilica do anel epdxido. A ligacdo da molécula de glicidol com DNA pode resultar
em genotoxicidade e mutagdes.

Desta forma o proposito deste trabalho foi realizar o estudo da presenga dos contaminantes
3-monocloropropano-1,2-diol e Glicidol nos 6leos vegetais comestiveis bem como a avaliacdo
do risco quimico nestas comodities, uma vez que ha um aumento significativo de consumo de
alimentos gordurosos, devido as mudancas nos habitos alimentares da populacéo brasileira.

No Brasil ainda ha poucos estudos que abordem a avaliacdo do risco dos contaminantes 3-

monocloropropano-1,2-diol e Glicidol.



2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cloropropanois e seus esteres

O termo cloropropandis é utilizado para definir um grupo de contaminantes quimicos
derivados do glicerol, caracterizados estruturalmente por alcoois e didis de trés carbonos ligados
a um ou dois atomos de cloro. Em meados de 1980 30 diferentes compostos, entre eles
monocloropropanodiois (MCPDs) e dicloropropanois (DCPs), foram identificados como
contaminantes de proteina vegetal hidrolisada por acido cloridrico (PVH &cida) (Velisek, et. al,
1980).

Nestes estudos, observou-se que o 3-MCPD era o cloropropanol encontrado em maior
abundancia, seguido pelo 2-monocloropropano-1,3-diol (2-MCPD), 2,3-dicloropropan-1-ol (2,3-
DCP) e 1,3-dicloropropan-2-ol (1,3 DCP), em concentracfes relativas de 10, 1 e 0,1%,
respectivamente. Posteriormente, foi observado que o 2,3-DCP e o 3-MCPD séao encontrados
como misturas racémicas de seus (R)- e (S)-enantidbmeros (Velisek, et. al, 2002).

Os ésteres de cloropropandis correspondem a estruturas de cloropropandis nas quais grupos
hidroxilas estdo esterificados com &cidos graxos. Similarmente aos cloropropandis, seus ésteres
podem ser classificados em ésteres de MCPD e ésteres de DCP, dependendo do nimero de
atomos de cloro da molécula. Esteres de MCPD podem ser divididos em ésteres de 3-MCPD e
ésteres de 2-MCPD, enquanto que ésteres de DCP podem ser divididos em ésteres de 2,3-DCP e
ésteres de 1,3-DCP, de acordo com a posicéo do cloro na molécula. Esteres de 3-MCPD e de 2-
MCPD podem ainda ser subdivididos em monoésteres e diésteres, dependendo do grau de
esterificacdo dos grupos hidroxilas da molécula (parcial ou total). No caso dos monoésteres de
3-MCPD, estes ainda podem ser separados em 1- e 2-monoésteres de 3-MCPD, conforme a
posicao da cadeia de acido graxo (Seefelder, et. al, 2011).

Desta forma, a formacao de ésteres de acidos graxos ocorre normalmente em 0leos vegetais
comestiveis. A maioria dos acidos esterificaveis depende do tipo de 6leo, porém, 0s mais comuns
sdo: acido laurico (acido dodecanodico C12:0), acido miristico (acido tetradecandico C14:0),
acido palmitico (&cido hexadecandico C16:0), acido estearico (acido octadecandico C18:0),
acido oleico (&cido octadecendico C18:1), acido linoleico (acido octadecadiendico C18:2) e
acido linolénico (acido octadecatriendico C18:3). 3-MCPD e 2-MCPD podem formar
monoésteres e diésteres, e isdbmeros diésteres posicionais podem estar presentes em cada grupo
hidroxila esterificado com acidos diferentes. Estes ésteres sdo formados em proporcao similar
aos de acidos do 6leo, embora alguns fatores como as condi¢des de volatilitade e desodorizacéo

podem causar pequenas diferencas.
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Na producdo de alimentos, os cloropropandis sdo formados pela reacdo endogena ou adicéo
de cloreto com glicerol ou acilglicerdis, embora 0 mecanismo preciso ainda ndo tenha sido
completamente elucidado. O mecanismo para formagdo do 3-MCPD e 2-MCPD envolve a
formagdo do ion intermediario do aciloxénio ciclico (Collier et. al., 1991; Hamlet et. al., 2003,
2004b). O ataque nucleofilico direto pode ocorrer nas posicdes sn-1 e sn-3, a depender do
impedimento estérico dos a&tomos de carbono na molécula, deslocando um grupo éster ou um
grupo hidroxila e formando ésteres de 1- ou 3-MCPD. Em meio aquoso, a reagdo deve proceder
mais rapidamente a partir de diacilglicerois (DAGs) e monoacilglicerdis (MAGS) na presenca de
acido, deslocando preferencialmente um grupo hidroxila. Estudos conduzidos por Svejkovska e
et. al. (2006), observaram a substituicdo nucleofilica direta de 1-monopalmitina no grupo
hidroxila (100 °C, 30 minutos), sendo que as maiores concentracdes de ésteres de 3-MCPD foram
obtidas a partir deste MAGs, seguido por 1,3-dipalmitina e tripalmitina.

Evidéncias do envolvimento de um ion aciloxénio na reacdo foram inicialmente levantadas
por Collier e et. al., em 1991. Em meio aquoso, na presenca de acido, foi demonstrado que ions
aciloxénios eram formados a partir de diacilgliceréis originados apds a hidrolise de
triacilglicerdis (TAGS). Entretanto, Rahn e Yaylayan, em 2011 mostraram, por espectroscopia
em infravermelho por transformada de Fourier, que ions aciloxdnios podem ser formados em
meio ndo aquoso diretamente a partir de MAGs, DAGs e TAGs, através de ataque nucleofilico
interno da carbonila do grupo éster. O deslocamento do grupo éster (no caso de DAGs e TAGS)
levaria a formacdo de um ion aciloxénio que posteriormente poderia ser convertido em diésteres
de 2- e 3-MCPD, enquanto que o deslocamento do grupo hidroxila (no caso de DAGs e MAGS)
levaria a formacdo de um ion aciloxénio que posteriormente poderia gerar monoésteres de 2- e
3-MCPD. A figura 1 ilustra a interconverséo entre 3-MCPD e 2-MCPD.

Figura 1: llustracdo da interconversdo entre 3-MCPD e 2-MCPD

He * Hel 7
" ° Hel™
@E - -
Hel™
: OH OH
OH Cl OH
3-MCPD Glicidol 2-MCPD

Fonte: Rahn e Yaylayan, 2011
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O 3-MCPD é formado pela substitui¢ao direta do grupo hidroxila do glicerol pelo ion cloreto.
Sob condigdes altas de temperatura na presenca de agua, o triacilglicerol é hidrolisado para
resultar na mistura de isdmeros de DAG (1,2-diacil- and 1,3-acilglicerol). A hidrélise adicional
resulta em mistura de isdmeros monoacilglicerol (1-acilglicerol e 2-acilglicerol). Os acilglicerois
reagem através de mecanismos que induzem a formacao, via cation, do intermediario aciloxénio
envolvendo uma substituicdo do anel aberto nucleofilico por um anion cloreto, ou substitui¢éo
direta nucleofilica de um ester ou grupo hidroxila pelo &nion cloreto. Alternativamente, um
radical aciloxdnio ciclico formado da eliminacdo da agua a alta temperatura pode reagir com o
radical cloreto. A formacdo do estér de MCPD é acelerada por altas temperaturas, mas a
proporcéo de decomposicdo também aumenta (Svejkovska et. al., 2006; Seefelder et. al., 2008).
De acordo com Rahn e Yaylayan, 2011 quatro mecanismos podem ser propostos para explicar a
formagdo destes compostos. Dois deles envolvem o ataque nucleofilico direto dos dtomos de
carbono da estrutura do glicerol na molécula dos acilglicerois pelo ion cloreto, enquanto os outros
dois envolvem a formacédo de compostos reativos intermediarios a partir dos acilglicerois, como
um ion aciloxdnio ou um epoxido, antes do ataque nucleofilico pelo ion cloreto. A figura 2 ilustra

um esquema resumido dos mecanismos propostos para formacéo dos ésteres de 3-MCPD.

Figura 2: Resumo dos mecanismos propostos para a formacéo de ésteres de 3-MCPD

o
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http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-40422013000900022&script=sci_arttext&tlng=es#fig01

a: ataque nucleofilico direto na posicao sn-1;
b: ataque nucleofilico direto na posi¢éo sn-3;

c: ataque nucleofilico do ion aciloxdnio; d: ataque nucleofilico do epoxido.

Fonte: Rahn & Yaylayan, 2011

A formacao de ésteres de 3-MCPD por meio de epoxidos foi demonstrada a partir de ésteres
de glicidol. Nesse caso, a substituicdo nucleofilica pelo ion cloreto pode ocorrer no carbono
estericamente menos impedido provocando a abertura do anel do epdxido para formar
exclusivamente 1-monoésteres de 3-MCPD. MAGs e DAGs sdo considerados os principais
precursores dos ésteres de glicidol, sendo estes Ultimos originados por ataque nucleofilico interno
de DAGSs ou a partir do ion acilox6nio gerado pelo deslocamento do grupo hidroxila (Rahn &
Yaylayan, 2011). As estruturas quimicas de cloropropandis e de seus ésteres sdo apresentadas na

figura 3.

Figura 3: Estruturas quimicas de cloropropanais e de seus ésteres.
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Fonte: Seefelder, W. et. al 2011

2.2. Cloropropanaois e seus ésteres em 0leos

Em alimentos processados, a formacéo de ésteres de 3-MCPD deve ocorrer pela reacao
entre lipideos e cloreto de sodio, assim como observado para a forma livre do composto (Crews
et. al., 2003). Estudos realizados por Svejkovska, 2006 utilizando sistemas modelos aquecidos a
100 °C durante 30 minutos mostraram que a formacao de ésteres de 3-MCPD foi diretamente
proporcional & concentracdo de lipideos e de sal, sendo que as maiores concentracdes foram
verificadas nos experimentos contendo 20% de agua. Os autores observaram também que o
aumento da temperatura de 100 a 230 °C provocou, simultaneamente, a formacdo e a
decomposi¢cdo dos compostos, e que altas temperaturas associadas a longos tempos de

aquecimento resultaram nas maiores concentragdes de ésteres. Em 6leos, a formacéo de ésteres
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de 3-MCPD tem sido associada a etapa de refino (Pudel et.al, 2011) que tem como objetivo a
remocdo de impurezas como acidos graxos livres, fosfolipideos, produtos de oxidacdo e
pigmentos, entre outros, as quais poderiam afetar a qualidade do produto final. Esse processo
pode ser feito:

o fisicamente, no qual os compostos indesejaveis sdo removidos por destilacao através de
um processo baseado na grande diferenca de volatilidade entre os acidos graxos livres e
0 0leo neutro (Sampaio et. al.2011);

e quimicamente, em que os acidos graxos livres sdo neutralizados por uma base (soda
caustica) dando origem a um sabdo que é removido por separacdo de fase. (Pudel et. al,
2011).

Na figura 4 € ilustrado o processo esquematico do refino quimico do 6leo vegetal comestivel

Figura 4: llustracdo do processo esquematico do refino quimico do éleo vegetal comestivel

Oleo

Sleo neutralizado Oleo Oleo

Oleo bruto

degomado (refino Branqueado Desodorizado

quimico)

FFA, PAH,
Gomas e Borras Corantes PCB,
Lecitinas Metais Cetonas

Fonte: Adaptado de Pudel, et. al. 2011

O refino fisico é geralmente aplicado a 6leos com elevada acidez, como o 6leo de palma,
nos quais o refino quimico poderia ocasionar grandes perdas de 6leo neutro (Shahidi, 2005). Em
algumas regides brasileiras, como na Bahia, o 6leo de palma (ou 6leo de dendé, como é conhecido

no pais), também é consumido na sua forma bruta, ou seja, sem passar pelo processo de refino.
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O dleo bruto contem elevadas concentracdes de vitamina A, a qual desempenha um papel de

extrema importancia durante o desenvolvimento fetal (Sampaio et. al. 2013).

A formacdo dos ésteres de 3-MCPD durante o refino ocorre na etapa de desodorizacéo, onde
temperaturas acima de 200 °C sdo utilizadas. H4 demonstracdo que o tipo de refino (quimico ou
fisico) e as condicGes utilizadas (tempo e temperatura) parecem ndo exercer influéncia

significativa nos niveis finais dos compostos (Hrncirik, K. et.al.2011).

Em alimentos fritos ou ricos em gordura, a presenca de ésteres de 3-MCPD tem sido
atribuida ao uso do 6leo contaminado no processo de fritura ou na formulacdo dos produtos
(WeiBhaar, et.al. 2008), embora, a formacdo intrinseca também pode ser significativa em
alimentos que contém precursores potenciais de ésteres de 3-MCPD e que sdo submetidos a altas
temperaturas durante seu processamento (Hamlet, et.al.2011). Na figura 5 é ilustrado a formacao
dos ésteres de 3-MCPD e ésteres de glicidil em 6leo de palma no processo de desodoriza¢do em

diferentes tempos e temperaturas, nas concentragdes em mg/kg.

Figura 5: Formacao dos ésteres de 3-MCPD e ésteres de Glicidil em 6leo de palma no processo

de desodorizacdo em diferentes tempos e temperaturas, nas concentracdes em mg/kg

180 0C/1h 180 0C/3h 180 OC/Sh 230 0C/1h 230 0C/3h 2300C/5 h

IS

w

N

=

M Esteres 3-MCPD (mg/kg) M Esteres Glicidol (mg/kg)

Fonte: Adaptado Hrncirik, 2011

2.3 Analise Indireta do 3-MCPD e glicidol

O método para analise do 3- e 2-MCPD livre foi inicialmente identificado na PVH acida e
posteriormente em alimentos contaminados (exemplos: molho de soja, carne e peixe processados
e cereais assados). Mais recentemente, foram incluidos os métodos indiretos para ester ligado de

3-MCPD. As descricbes dos metodos foram incluidas em varias publicacdes, tais como as
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elaboradas por Wenzl et. al. (2007), Hamlet e Sadd (2009) e Teng e Wang (2015). Os métodos
se baseiam no uso da cromatografia gasosa com deteccdo e quantificacdo por espectrometria de
massa (GC-MS). A derivatizacdo € necessaria antes da determinacéo do 3- e 2-MCPD livre para
melhorar a volatilidade e a resposta da espectrometria de massa. O primeiro método usado na
analise de rotina do 3-MCPD em PVH 4cida foi aplicado por Van Bergen et. al. (1992). A PVH
acida, a qual foi originalmente produzida como liquido com alto teor de sal, foi extraida
utilizando coluna de extragdo fase sélida (SPE). Cloropropandis volateis e menos polares como
1,3-dicloropropanol (1,3-DCP) foram eluidos com uma mistura de hexano e dietil éter, e 0 3-
MCPD foi eluido separadamente com dietil éter. Os extratos foram combinados e derivatizados
com heptafluorobutirilimidazol (HFBI) e resultaram em éter heptafluorobutirato (HFB)
determinados por cromatografia gasosa com detec¢do de captura de elétrons (GC-ECD). Os
métodos mais sensiveis foram desenvolvidos através do procedimento de Van Bergen et. al.
(1992). Apds do uso de PVH (o qual substituiu anteriormente produtos liquidos) foram
dissolvidos em uma solucdo de cloreto de sddio para replicar o liquido PVH. O extrato de dietil
éter foi concentrado para reduzir o volume e derivatizado com di-(HFB) antes da injecdo no GC-
MS. Neste processo adicionou-se o padrédo interno deuterado. As amostras de alimentos também
foram analisadas desta forma, apds a remocdo da gordura. Hamlet (1998) foi quem utilizou o
cromatografo gasoso com determinacao espectrométrica massa/massa (GC-MS/MS), e Brereton
et. al. (2001) foi quem utilizou 0 GC-MS com selecdo de ions monitorados (SIM). O método foi
validado através de estudo colaborativo e foi aceito como método oficial da Association of
Official Analytical Chemists (AOAC) e do Comité Europeu (CEN, 2004), passando a ser
amplamente utilizado (Nyman et. al.,, 2003; Leon et. al., 2008). O acetato de etila é
frequentemente usado como uma alternativa ao dietil éter, como solvente (Wittmann, 1991;
Spyres, 1993; Hamlet, 1998; Chung et. al., 2002), tendo apresentado recuperacGes maiores de 3-
MCPD em produtos cereais como farinhas e pdes (Hamlet, 1998; Retho e Blanchard, 2005).
Podem ser aplicados reagentes alternativos da derivatizagdo tais como o N,O-bis(trimetilsilil)
trifluoroacetamida (BSTFA) (Kissa, 1992; Cao et. al., 2009; Racamonde et. al., 2011), e o
heptafluorobutirico anidro (HFBA) (Chung et. al., 2002; Abu-El-Haj et. al., 2007). O método
mais popularmente usado na determinacdo de 3-MCPD utiliza a extracdo seguida do
procedimento de derivatizagdo pela adigdo de solucdo orgénica do &cido fenilbordnico (PBA), o
qual se liga com grupos de hidroxila para formar dioxaborolanos (Rodman and Ross, 1986;
Pesselman and Feit, 1988). No procedimento preconizado o extrato aquoso do alimento é
misturado com solucéo de PBA em acetona alcalina com piridina, o cloreto de sddio é adicionado
para promover particdo, o que permite a formagdo de um derivativo, sendo este extraido com

hexano. A reagdo de quantificacdo requer alta concentragéo de PBA, e 0 reagente causa alguns



11

danos a coluna cromatografica, o que pode ser minimizado com a injecdo em temperatura baixa
(< 180°C), reduzindo a transferéncia do reagente para coluna (Breitling-Utzmann et. al., 2005).
O método foi amplamente aplicado com pequenas variagdes, por diversos pesquisadores
(Ushijima et. al., 1995; Breitling-Utzmann et. al., 2003; Divinova et. al., 2004). O método
utilizando o PBA como descrito pelo Plantinga et. al. (1991) foi validado e aceito pelo Método
Oficial Alemdo (Do aleméo Lebensmittel- und Bedarfstandegesetz method) para 3-MCPD em
alimentos (LMBG, 1995). Divinova et. al. (2004), preconizou a extragdo com solvente visando
a remocdo de gordura de alguns alimentos antes da implementagdo do método PBA. H& métodos
alternativos de derivatizacao baseados na ligacdo com grupos hidroxila baseados na formacéo do
derivativo dioxolano pela reacdo com acetona ou ciclohexanona (Meierhans et. al., 1998; Diarit
and Ninonuevo, 2004; Retho and Blanchard, 2005; Becalski et. al., 2013) conforme ilustrado na

figura 6.

Figura 6. Métodos alternativos de derivatizacdo do dioxolano utilizando acetona, PBA e
HFBI.
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Fonte: Meierhans et. al., 1998; Diarit and Ninonuevo, 2004; Retho and Blanchard, 2005;
Becalski et. al., 2013

Estes métodos apresentam vantagens e desvantagens. O HFBI derivatiza muitos compostos
de co-extracdo, gera cromatogramas mais limpos e possibilita maior vida util para a coluna. Os
espectros de massa dos derivados do HFB (Heptafluorobutiricos) possuem baixa intensidade no
impacto de elétrons porém a identidade do pico pode ser confirmada pela razdo particular da
massa. Os isdbmeros de MCPD possuem baixo peso molecular, e na adi¢cdo de grupos HFB reduz

o efeito de ruido. Porém, este reagente é muito sensivel a umidade e relativamente instavel,
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dificultado o manuseio. HFBA é mais acessivel financeiramente que o HFBI, € de facil manuseio,
porém em funcdo de eficiéncia questionavel, recomenda-se uma catalise com trietilamina (Xu et.
al., 2006). Os derivativos do trimetilsilil do 3- e 2-MCPD apresentam ions de baixa intensidade
no modo EI (ionizacdo por elétrons) que limita a deteccdo (Wenzl et. al., 2007).

O espectro de massa dos derivativos do HFB do 3- e 2-MCPD ndo indica o ion molecular da
massa/razdo (m/z) 502. Os ions normalmente sdo usados para determinacdo quantitativa do 3-
MCPD di-HFB sdo massa/razdo (m/z) 453 [M-CH2CI]+, 289 [M-C3F7CO2]+, 275 [M-
C3F7CO2CH2]+ e 253 [M-C3F7CO2HCI]+. O espectro de massa, gerado quando do uso do
derivativo de di-HFB, do 2-MCPD n&o evidencia os ions 453 e 275. Os ions caracteristicos do
modo NCI (Modo Negativo) sdo 502 (ion molecular), 482 [M-HF] e 446 [M-HF-HCI]. 2-MCPD
pode ser determinado usando os reagentes HFBI, HFBA, BSTFA e derivatiza com grupos —OH
individualmente. Embora os reagentes boronatos possam agir com os pares dos grupos —OH, nao
sdo adjacentes dos atomos de carbono, desta forma sua reacdo quantitativa com 2-MCPD nao é
garantida. A quantificacdo do 3-MCPD e sempre efetuada por meio de curva de calibracéo e
diluicdo do isétopo com 3-MCPD d5-rotulado. A tabela 1 indica quais sdo os ions carateristicos
do dioxolano derivatizados do 3-MCPD e 3-MCPDygs

Tabela 1 — lons carateristicos do dioxolano/dioxano derivatizados 3-MCPD e 3-MCPDgs

Agente Analitos Peso [M-CnH2n+1] Outras ions

derivatizante Molecular estruturalmente

significativos

Acetona 3-MCPD 150 135/1372 43[CoH30]"
3-MCPDgs 155 140/142? 43[C,H30]*
3-Pentanona  3-MCPD 178 149/1512 57[C3Hs0]"
3-MCPDgs 183 154/156° 57[CsHs0]"*
4-heptanona  3-MCPD 206 163/165? 71[C4H-O]"
3-MCPDgs 211 168/170° 71[C4H-0]"*
ciclohexanona 3-MCPD 262 191/1932 99[CeH110]"
3-MCPDgs 267 196/198° 99[CeH110]*

PBA 3-MCPD 196 196/198% 103/104° [Ph-BO]*
91[C7H7] *

3-MCPDgs 201 201/2012 103/104° [Ph-BO]*93
[C7HsD2] *

a- ion cluster cloro isotépico

b- ion cluster boro isotopico
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Fonte: Hamlet and Sadd, 2009

A coluna Extrelut (coluna pronta para extracdo de substancias lipofilas) pode ser utilizada
com extracdo de éter, derivatizacdo com acetona, e a técnica GC-MS para a determinacéo de 2-
MCPD e 3-MCPD (Meierhans et. al., 1998; Chung et. al., 2002). O GC-MS/MS também € usado
rotineiramente na deteccdo do 3-MCPD, Hamlet (1998) usou a captura de elétrons pelo modo
de monitoramento de reacdo mdaltipla (MRM), e Kuballa and Ruge (2004) mostrou que a
sensibilidade foi otimizada usando o espectro de massas triplo quadrupolo operando no modo de
MRM. Reece, 2005, descreve a separacdo dos isdmeros (R)- e (S)- do 3-MCPD, sendo obtido
pela cromatografia gasosa com ionizacdo de chama e cromatografia gasosa com espectrometria
de massas utilizando como derivatizante o PBA em uma fase estacionaria de c-ciclodextrina ap6s
pentilacdo com grupos de 2,6-hidroxila e trifluoroacetilagdo do grupo hidroxila na posicao 3.

A determinacéo indireta do éster ligado do 3-MCPD e 2-MCPD em amostras de 6leo pode
ser feita pela transmetilacdo apds dissolucdo em solvente. As amostras de 6leos e gorduras séo
tratadas com o solvente de extracdo e o residuo é descartado. Os analitos, monoésteres e diésteres
presentes nos extratos sdo separados dos diésteres usando-se silica, cartuchos SPE (extracdo em
fase solida), ou fases amino (Dubois et. al. 2011; Hamlet et. al., 2014). A determinac&o indireta
do éster ligado do 3- e 2-MCPD em o0leos envolve clivagem das ligacdes ésteres pela
transmetilacdo (metandlise) e medida do 3- e 2-MCPD liberado por um dos métodos descritos
para MCPD livre. O MCPD pode ser liberado por enzimas lipases (Hamlet and Sadd, 2004;
Chung and Chan, 2012; Chung et. al., 2013), porém o uso de &cidos (Divinova et. al., 2004;
Zelinkova et. al. 2006) ou alcali (WeiRhaar, 2008, Kusters et. al., 2010) sdo mais comuns. Os
ésteres de acido graxo glicidilico (GE) sao clivados na mesma reacdo. Em um procedimento
alternativo o glicidol estereficado é brominado antes da clivagem do bromopropanediol (3-
MBPD) produzido. A figura 7 ilustra 0 método indireto para analise simultanea de 3-MCPD e
GE.

Figura 7. Esquema Analitico do Método Indireto para anélise simultanea de 3-MCPD e GE
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A 4
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Fonte: Adaptado AOCS, 2012

Os métodos da Sociedade Americana de Oleos - American Oil Chemists’ Society (AOCS)
sdo baseados na metanolise alcalina preconizada pela Sociedade Alemd DGF, sendo que estes
sdo frequentente revisados e comparados com outros procedimentos (Fiebig, 2011).

Os procedimentos bem caracterizados para determinacéo dos ésteres acido graxo MCPD e
GE em o6leos comestiveis estdo agora representados (Karasek et. al., 2010) pela EU Joint
Research Centre (JRC) e foram adotados pela AOCS para determinacao especifica dos ésteres
acidos graxo do 3- e 2-MCPD e glicidol. Os métodos foram validados em ensaios envolvendo 20
participantes de 8 paises (AOCS 2013). Ha trés métodos (AOCS Cd 29a-13, Cd 29b-13 and Cd
29c¢-13), os quais sdo considerados como mais confiaveis. O método AOCS Cd 29a-13 determina
ésteres acidos graxos do 3- e 2-MCPD e glicidol baseado no procedimento do Ermacora &
Hrncirik (2012). A amostra é incubada com brometo de s6dio em solucéo &cida para converter
0 GE em monoésteres 3-MBPD. A reacao é finalizada pela adi¢do de um alcali e a fase oleosa,
contendo os ésteres, € extraida com n-heptano. O residuo, contendo ésteres 3-MBPD, e ésteres
de &cido graxo 3- e 2-MCPD, é submetido a metandlise com &cido graxo a 40°C por 16 horas.
Assim, apo6s a liberacdo do 3-MBPD, 2-MCPD e 3-MCPD estes sdo determinados pelo método
que utiliza PBA. Visando a quantificacdo dos analitos, sdo adicionados padrfes internos
deuterados (dipalmitato d5-3-MCPD e d5-glicidil palmitato) nas amostras de 6leo.

O método AOCS Cd 29b-13 determina glicidol juntamente com 2-MCPD e 3-MCPD
presente na amostra e forma livre. O método para conversédo do glicidol liberado foi descrito por
Kuhlmann (2011), e utiliza analises paralelas de duas aliquotas da mesma amostra. A primeira
aliquota (A) ¢ a fortificada com GE isotdpico e a segunda aliquota (B) é fortificada com padrdes
isotopicos de ésteres de acido graxo 3- and 2-MCPD. MCPD livre e glicidol livre sdo liberados
pela hidrdlise com hidréxido de s6dio em metanol em baixa temperatura. A reacdo é finalizada
pela adi¢do de brometo de sodio em acido fosférico diluido onde o glicidol livre é convertido em
3-MBPD com tragos de 2-MBPD o qual pode ser determinado apos a derivatizacdo com PBA
(cromatograma ilustrado na figura 8). O GE é quantificado com isétopo rotulado na aliquota (A)

e os ésteres de 3- e 2-MCPD na aliquota (B).
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Figura 8 Cromatograma (Método SIM ions 240 e 242) dos isoméros MBPD (detectados

como derivativo do PBA) resultando da transformacéo de 1 mg/mL glicidol.

3-MBPD

&

2-MBPD

&

“ tempo
Fonte: Adaptado Kuhlmann, 2011

O método AOCS Cd 29c-13 permite determinar a soma dos compostos 3-MCPD e glicidol.
No primeiro ensaio, 0 3-MCPD livre e glicidol livre s&o liberados pelo hidroxido de sddio diluido
ou metoxido de s6dio em metanol. A reacdo ¢ finalizada pela adicdo da solucdo &cida de cloreto.
O glicidol reage com cloreto para formar 3-MCPD e pequena quantidade de 2-MCPD. O 3- e 2-
MCPD séo determinados como derivados do PBA.

No segundo ensaio, a transesterificacdo catalisada por base ndo ¢é terminada pela adicao de
acido sob condicGes de cloreto livre no qual o glicidol livre ndo gera 3-MCPD adicional. Os dois
ensaios sdo usados para calcular a soma do MCPD ligado e GE e segunda determinagdo do

glicidol, assumindo que o glicidol é o tnico precursor do 3-MCPD presente.

2.4 Regulamentacdo Alimentar

A legislacdo europeia, Artigo 2 do Conselho de Regulamentagdo (EEC) n° 315/935
estabelece que devem ser indicadas tolerancias maximas de contaminantes especificos. O anexo
deste documento, se¢do 4, indica os niveis maximos do 3-MCPD no PVH e molho de soja como
sendo 1g/kg. Ou seja, o teor deve ser ajustado proporcionalmente de acordo com a massa seca.
Ainda nédo foram estabelecidos limites maximos para 2-MCPD, e esteres de acidos graxos de 2-
MCPD. Visando obter mais dados relacionados a ocorréncia dos ésteres de acidos graxos de
MCPD e glicidol em alimentos e possibilitar avaliacdo da exposi¢do efetiva por parte da
populagdo, a Comissdo Europeia publicou o documento 2014/661/EU7 recomendando o
monitoramento em alimentos da presenca de 2-MCPD, ésteres de &cidos graxos de 2-MCPD,
ésteres de 3-MCPD, glicidol e seus ésteres (EFSA, 2016).

A European Food Safety Authority (EFSA) - Autoridade de Seguranca de Alimentos na
Europa (EFSA, 2017), estabeleceu a dose diaria maxima toleravel (TDI) de 2 pg/kg p.c. para o

contaminante 3-MCPD. De acordo com o Comité Cientifico de Alimentos da Comunidade
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Europeia (SCF) e o Comité Conjunto FAO/OMS de Especialistas em Aditivos Alimentares
(JECFA), o efeito mais sensivel provocado pelo 3-MCPD € o de hiperplasia tubular renal e a
menor dose na qual se observou este efeito (LOAEL) foi de 1,1 mg/kg p.c./dia. Com base nestas
informacgdes e considerando um fator de seguranca de 500, 0 SCF estabeleceu uma ingest&o diaria
toleravel (TDI) para 3-MCPD de 2 pg/kg p.c., sendo o mesmo valor definido pelo JECFA como
PMTDI.

Em um estudo mais recente, Hwang et. al. 2009 estabeleceram uma BMDL10 (Benchmark
Dose) para hiperplasia tubular renal de 0,87 mg/kg.

A Legislacdo Europeia (2018/290) estabeleceu os niveis dos contaminantes para as matrizes

alimenticias (tabela 2) (Jornal Unido Europeia, 2018):

Tabela 2: Regulamentacdo Europeia 2018/290 para alimentos, que inclui os teores maximos de
3-monocloropropanodiol (3-MCPD) em produtos alimenticios

Produto Alimenticio Teores Maximos (ng/kg)
3-monocloropropanodiol (3-MCPD)

Proteinas vegetais hidrolisadas 20

Molho de soja 20

Esteres Glicidilicos expressos como Glicidol
Oleos e gorduras vegetais colocados no mercado | 1000
para o consumidor final ou para utilizacdo como
ingrediente em géneros alimenticios, com
excecao dos géneros alimenticios

Oleos e gorduras vegetais destinados a producéo | 500
de alimentos para bebés e alimentos
transformados & base de cereais destinados a
lactentes e criancas jovens (3)

Formulas para lactentes, formulas de transicdo e | 75 até 30.6.2019
alimentos para fins medicinais especificos | 50 a partir de 1.7.2019
destinados a lactentes e criangas jovens (em po
Formulas para lactentes, formulas de transicdo e | 10,0 até 30.6.2019
alimentos para fins medicinais especificos | 6,0 a partir de 1.7.2019»
destinados a lactentes e criangas jovens (em
forma liquida)

No Brasil ndo hé legislacao aplicavel aos contaminantes 3-monocloropropanodiol e Glicidol.

2.5 Avaliacdo do Risco de contaminantes em alimentos

O termo risco é definido como a probabilidade de ocorréncia de efeito adverso a um
organismo, sistema ou populacgéo, causado sob circunstancias especificas, devido a exposi¢éo
a um agente quimico, fisico ou biolégico (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2004). A
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avaliacdo do risco quimico € um processo que visa estabelecer o uso seguro de substancia
quimicas, em exposicdo ambientais e laborais. Segundo Guivant (2000), os estudos
quantitativos sobre os riscos foram desenvolvidos baseados em ciéncias como toxicologia,
epidemiologia a partir dos anos 1960. A avaliacdo de risco € definida como o processo que
permite a caracterizacdo quantitativa ou qualitativa e previsao/estimativa de efeitos adversos
potenciais a saude de determinada populacéo, sistema ou organismo decorrentes da exposi¢do
a perigos de distintas naturezas (UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION
AGENCY, 1990; HAAS; ROSE; GERBA, 1999; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
1999; 2004). A EPA, United States Environmental Protection Agency (USEPA), define a
Avaliacdo de Risco como processo de caracterizacdo da natureza e magnitude dos riscos a
salde humana (residentes, trabalhadores, visitantes de recreacdo) e receptores ecoldgicos
(péssaros, peixes, animais silvestres) advindos de contaminantes quimicos e outros agentes
nocivos que podem estar presentes no ambiente. As informag0es obtidas séo entéo utilizadas
na prevencdo dos riscos humanos e ao ambiente.

De acordo com a EPA, (2012) a Avaliacdo do Risco € dividida em duas areas: a Avaliacao
do Risco a Saude Humana, e a Avaliacdo do Risco Ecoldgico. A avaliacdo de risco a Salude
Humana é o processo que obtém a estimativa da natureza e da probabilidade de efeitos
adversos a salude em individuos que podem estar expostos em funcdo de um ambiente
contaminado (EPA, 2012).

A andlise do risco consiste em trés componentes: avaliacdo do risco, gerenciamento do
risco e comunicacao do risco. A avaliacdo do risco é o componente central da analise do risco
e fornece uma base cientifica para as decisdes do gerenciamento do risco sobre as medidas
que poderdo ser necessarias para proteger a salde humana. Essa avaliacdo leva em
consideracao todos os dados cientificos relevantes e identifica qualquer incerteza na base de
conhecimento. E composta de quatro etapas: identificagdo do perigo, caracterizacio do perigo
(incluindo avaliagio dose-resposta), avaliacdo da exposicao e caracterizagdo do risco. E uma
estrutura conceitual que, no contexto da seguranca quimica de alimentos, prové um
mecanismo para uma revisao estruturada das informacdes relevantes para a avaliagdo de
possiveis resultados & saude em relagdo a exposi¢des a substancias quimicas presentes nos
alimentos. A avaliacdo do risco de substancias quimicas presentes nos alimentos ou sobre 0s
alimentos forma o trabalho central do JECFA e do JMPR. Com base nas recomendacdes
desses dois comités, sdo tomadas medidas de seguranca alimentar na gestdo do risco
conduzida por paises em ambito nacional, e pela Comissdo do Codex Alimentarius — CCA
(Codex Alimentarius Commission — CAC) em ambito internacional. Se por um lado o JECFA

e 0 JMPR baseiam suas avaliacbes em principios cientificos e garantem a consisténcia
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necessaria nos processos de avaliacdo do risco, a CAC e seus respectivos comités que lidam
com substancias quimicas nos alimentos sdo responsaveis, como gestores de risco, pelas
decisdes finais sobre o estabelecimento de limites para residuos de praguicidas, residuos de
medicamentos veterinarios, contaminantes e aditivos nos alimentos, e sobre a ado¢do de
outras medidas relacionadas. Embora seja aconselhavel separar as atividades funcionais da
avaliacdo do risco daquelas do gerenciamento do risco a fim de assegurar a independéncia
cientifica, é reconhecido que os gestores do risco deverdo se comunicar e interagir com 0s
avaliadores do risco durante o processo, a fim de estabelecer o escopo da anélise,
particularmente durante a formulacdo do problema. Assim, a relacdo entre a avaliacao do risco
e 0 gerenciamento do risco é um processo interativo e, frequentemente, iterativo (FAO/WHO,
2009)

A figura 9 ilustra o paradigma da avaliacao de Risco.

Figura 9: llustracdo das Etapas da Anélises de Risco
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Fonte: Adaptado de FAO/WHO, 2009

2.5.1 Identificacdo do Perigo

No processo de Avaliacdo do Risco de agente quimico, a primeira etapa consiste na
Identificacdo do Perigo, onde se verifica a capacidade do composto em provocar um efeito
adverso e a natureza dos efeitos presentes numa populacdo ou num ecossistema (OGA et. al,
2008).

Nesta etapa sdo utilizados os dados provenientes dos estudos em animais de
experimentacao, estudos clinicos ou estudos epidemioldgicos em populagdes expostas.

Outros ensaios também sdo realizados, como por exemplo os para verificar se certos
efeitos adversos sdo especificos, outros para entender melhor os mecanismos de acdo, ou
ainda novos ensaios relacionados com as substancias quimicas que interferem no sistema
endocrino.

Estes ensaios visam determinar o limiar de toxicidade do composto considerado,
estabelecendo o nivel de dose onde ndo sdo observados efeitos adversos, o NOAEL (No-
observed-adverse-Effect Level) e da menor dose na qual sdo observados efeitos adversos, o
LOAEL (Lowest-Observed-Adverse-Effect Level).

Os dados exigidos para a caracterizacdo de um contaminante deverdo incluir suas
concentracfes em alimentos e a dieta total no maior nimero possivel de paises. Os dados
deverdo ser formatados usando-se o Sistema de Monitoramento Ambiental Global/Programa
de Avaliacdo e Monitoramento de Contaminacdo de Alimentos (GEMS/Food), a fim de
facilitar a conferéncia e o controle de qualidade dos dados. Os dados deverdo ser
acompanhados de detalhes adicionais sobre os planos de amostragem e 0s métodos analiticos
usados para gerar os dados (FAO/WHO 2009).

2.5.2 Avaliacdo da relacdo Dose Resposta

A base fundamental da relagdo quantitativa entre a exposi¢do a um agente e a incidéncia
de uma resposta adversa é chamada de Avaliacdo da Relacdo Dose-Resposta. Seu objetivo é
quantificar o perigo/toxicidade, e embasar a escolha da relevancia e dos niveis de dose, 0s
NOAEL’s que, por sua vez, deverdo ser utilizados no processo de caracterizagdo do risco a

salde da populacao alvo (OGA et. al, 2008).
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Para caracterizar 0 perigo é necessario a extrapolacdao quantitativa, que emprega as altas
doses utilizadas nos experimentos para substancia presentes na exposicdo ambiental, que
acontecem geralmente em baixas concentracdes, e a extrapolacdo qualitativa, que envolve o
emprego dos resultados em animais extrapoladas para o homem_(FAO/WHO, 2009)

Através da determinagdo dos valores de NOAEL e LOAEL, pode-se entdo tragar o perfil
de seguranca do contato humano com determinada substancia, a partir do estabelecimento de
parametros como a Ingestdo Diéria Toleravel — TDI incluindo o uso de fatores de incerteza
ou de seguranca.

Uma alternativa ao uso de NOEL e LOEL é a chamada Benchmark Dose (BMD), que
envolve a aplicacdo de um modelo matematico nos dados de dose-resposta para um
determinado endpoint, permitindo ao modelo prever um limiar de dose correspondente a
Benchmark Response (BMR), e posteriormente estabelecer uma dose efetiva (ED — Effective
Dose). Esta abordagem tende a ser mais abrangente pois utiliza a inclinacdo da reta dos
resultados de toxicidade, e ndo apenas o valor de NOAEL, pois por defini¢do, € uma das doses
testadas, e uma vez identificada, o resto da curva dose-resposta € ignorado (KLAASSEN;
WATKINS 111, 2010)

O uso de Benchmark Dose (BMD) tem sido aplicado de acordo com a US-EPA visando
resolver os desafios da extrapolacdo para efeitos adversos em baixos niveis de risco e também
tratar o fato de que o NOAEL ¢ suscetivel ao nimero de animais testados e a limitacdo de
doses testadas, além de ndo considerar o restante da curva de dose-resposta para analise dos
dados. A BMD é o menor limite de confianca determinado estatisticamente para uma dose
que produz uma mudanca predeterminada na taxa de resposta (BMR — Benchmark Response
Rate) de um efeito adverso comparado aos niveis basais (SOLOMON; STEFENSON, 2007).

As caracterizacBes das relacdes dose-resposta limitrofes incluem a identificacdo do
NOAEL e do LOAEL, onde o NOAEL para determinado composto é dividido por fatores de
incerteza ou seguranca apropriados, dependendo da natureza e da severidade do efeito
(SOLOMON; STEFENSON, 2007). O NOAEL néo deve ser interpretado como auséncia de
risco (KLAASSEN; WATKINS 111, 2010)

As abordagens para caracterizar as relagbes dose-resposta incluem a identificacdo dos
niveis de efeito como a DLsp, a CLso, a DE1o (dose que induz 10% da resposta), bem como os
NOAEL’s (KLAASSEN; WATKINS I11, 2010).

Os valores de NOAEL séo utilizados para calcular valores de Dose de Referéncia (RfDs),
que correspondem a estimativas de uma exposi¢do didria a um agente que € considerado como
ndo indutor de efeitos adversos a satde na populacdo (KLAASSEN; WATKINS 111, 2010),
ou da Ingestdo Diéria Aceitavel (IDA).
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Ambos os valores de IDA e RfDs — Dose de Referéncia sdo calculados através da divisao

do NOAEL por fatores de incerteza (UF), que podem variar de 10 a 1000, conforme Equacéo
(1).

IDA ou Rfd = NOAEL
Equacéo (1)
UF

Os fatores de incerteza sdo usados para compensar varias incertezas nao quantificadas na
extrapolacdo das diferencas entre os animais de experimentacdo e o homem, diferencas
individuais entre seres humanos e diferencas entre criangas, pessoas idosas, mulheres gravidas,
entre outros (SOLOMON; STEFENSON, 2007). Os fatores modificadores podem ser usados
para ajustar o fator de incerteza se os dados de mecanismos de acdo de cinética, de
farmacocinética ou de relevancia da resposta animal para o risco humano justificarem tal
modificagdo (KLAASSEN; WATKINS 111, 2010). A tabela 3 apresenta as diretrizes para a
inclusdo dos fatores de incerteza nos célculos de IDA e RfD (SOLOMON & STEFENSON,
2007)

Tabela 3. Diretrizes para uso dos fatores de incerteza utilizados na avaliagao de risco

Extrapolagdo De Para Fator de Incerteza Utilizado
Média da Populacao Populagdo mais sensivel 10

Animal Homem 10

Resultado de LOAEL Resultado de NOAEL 10

Resultado Subcrénico Resultado Crénico 10

Banco de Dados Inadequado | - 10

Fatores Modificadores - 0

Fonte: Modificado de SOLOMON & STEFENSON, 2007

Além dos valores de IDA e RfD, outros niveis de exposi¢do sdo estabelecidos de maneira
semelhante, tais como o valor de Ingestdes Diarias Toleraveis (TDI — Tolerable Daily
Intake),que pode ser usado para descrever as ingestdes de um composto que nao séo aceitaveis,
mas sim toleraveis, pois estdo abaixo dos niveis conhecidos de causar efeitos adversos a saude,

e é calculado a partir da exposicdo alimentar, ambiental, ou ocupacional ao composto de
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interesse (KLAASSEN; WATKINS II1, 2010).A avaliacdo do perigo de contaminantes em
alimentos é feita através dos resultados dos estudos toxicologicos que fornecem os valores de
LOAEL e NOAEL para posterior célculo da Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) através do uso
dos fatores de incerteza e modificadores apropriados, para posterior determinagdo dos niveis
de residuos permitidos nos alimentos. Inicialmente determina-se o valor da ingestdo maxima
permitida por dia MPI (Maximal Permissible Intake per Dia), baseada na IDA, e que
considera o peso corpéreo humano, que por convencéo foi definido em 60 kg (SOLOMON
& STEFENSON, 2007), conforme Equacéo (2)

MPI = IDA (mg/ kg/ dia) x 60 kg
Equacéo (2)

Apbs a determinacdo do MPI, os valores de Fator Alimentar, que representam a
quantidade de determinado alimento consumido por um ser humano e diferem dependendo
da idade da populacéo, das preferéncias alimentares e étnicas,sdo utilizados para calcular o
nivel maximo admissivel (tolerancia) nos géneros alimenticios (MPL — Maximal Permissible
Level in Foodstuff) ((SOLOMON & STEFENSON, 2007)

MPL = MPI (mg/kg — ppm) Equacao

(3)

Fator Alimentar

A partir dos valores encontrados, as agéncias regulatdrias tomam a
responsabilidade através da aplicacdo dos Limites Maximos dos Residuos de garantir que a

exposicéo aos contaminantes em alimentos nédo ultrapassem os valores de IDA.

2.5.3 Avaliagéo da Exposicao

Os objetivos da avaliagdo de exposicdo sdo determinar a fonte e o tipo de contato com o
agente quimico e mensurar a intensidade, a frequéncia e a duracdo da exposi¢do humana ao
toxicante. De uma forma mais elaborada, a avaliacdo da exposicdo descreve a magnitude, a
duracdo e a via de exposi¢do, o tamanho, a natureza e a classe da populacdo exposta, e as
incertezas deste processo (KLAASSEN; WATKINS I11, 2010).

O perigo inexiste na auséncia de exposicdo, sendo que estes dados sdo, frequentemente,
a principal incerteza na determinagdo do risco. O conceito de exposicdo é estudado em dois
aspectos: o contato com a substancia atraves da pele, o trato digestivo e respiratorio, e a

estimativa qualitativa e quantitativa deste contato. Um passo importante na avaliacdo da
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exposicdo € determinar quais vias de exposicdo sdo relevantes para a investigacdao e quais
proporcoes da substancia quimica atravessam as barreiras de exposicéo para identificar a dose
interna da mesma.

A avaliacdo da exposicdo é dividida em trés fases: (A) Caracterizacdo da fonte de
exposicédo; (B) Identificacdo dos meios de exposigédo (alimentos, ar) e das vias de exposi¢éo
(dérmica, inalatdria ou oral), e (C) Quantificacdo da exposicdo. Algumas variaveis devem ser
levadas em conta neste processo, tais como: populacdo expostas, tipos de substancias,
substancias unicas ou misturas, tempo de exposicdo, meios e vias de exposicao (OGA, et.
al.,2008)

O MRLs (Minimal Risk Levels) que de acordo com a ATSDR — Agéncia de Substancia
Toxicas e Registro de Doencas, indica a estimativa de uma exposicdo humana diaria a uma
substancia perigosa que ndo cause efeitos adversos ndo carcinogénicos durante um
determinado periodo de exposic¢do, sendo derivados de exposicdes agudas (1-14 dias),
intermediarias (15-364 dias) e crbnicas (acima de 365 dias) (ATSDR, 2013); o Limite
Maximo de Residuo (LMR, ou do inglés MRL — Maximum Residue Limit), que € definido
pela IPCS — International Programme on Chemical Safety — como a concentracdo maxima de
residuo resultante do uso de praguicidas, medicamentos veterinarios e contaminantes
(expresso em mg/kg) que é aceitavel em alimentos; os valores limites TLV s (Threshold Limit
Values); limites permissiveis de exposi¢do (PEL"s — Permissible Exposure Levels), utilizados
pelo Instituto Nacional de Seguranca e Saide Ocupacional dos Estados Unidos (NIOSH),
para representar a dose que ndo causara efeitos adversos a saude do trabalhador; a margem de
exposicdo (MOE — Margin of Exposure) e o nivel de exposicdo aceitavel do trabalhador
(AOEL — Acceptable Operator Exposure Levels)

Para estimar a exposi¢do humana as substancias quimicas presentes nos alimentos séo
necessarios trés dados essenciais: a concentracdo da substancia nos alimentos (mg/kg), o
consumo do alimento (kg), e o peso corpéreo (kg), sendo a exposi¢édo definida pela Equagédo
(4) abaixo (EPA, 2012);

Exposi¢do = Concentracdo da substancia x Consumo do Alimento Equacdo (4)

Peso Corpdreo
A forma de obtencdo dos dados adicionados no calculo de exposicdo depende
inicialmente dos propositos da avaliagdo do risco, se a exposi¢éo é cronica e aguda e de quao
detalhada e precisa a estimativa deve ser, além de verificar qual tipo de populagéo a avaliagdo
quer abranger, e as caracteristicas da substancia envolvida, como presenca em diversos tipos
de alimentos ou somatoria com moléculas da mesma classe que causam o0 mesmo efeito

bioldgico.
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2.5.4 Caracterizacdo do Risco

A caracterizacdo do risco ¢ a etapa final da avaliagdo e envolve a predi¢do da
frequéncia e da severidade dos efeitos adversos em uma populacdo exposta, integra os dados
obtidos com a identificacdo do perigo, caracterizacdo do perigo e da exposicdo e gera
evidéncias sobre o risco da exposi¢do a um agente quimico para minimiza-lo (EPA, 2012;
FAO/WHO 2009)

As metodologias utilizadas para caracterizar o risco variam de acordo com as
caracteristicas toxicolégicas da substancia, isto é, se a substancia necessita de um limiar de
dose no organismo para exercer a acdo tdéxica (substancias ndo genotoxicas) ou ndo
(substancias carcinogénicas e genotdxicas) (KLAASSEN; WATKINS I11, 2010).

2.5.5 Comunicagdo e Gerenciamento do Risco

Um desafio determinante para a avaliacdo de risco consiste na interpretacdo e
relacionamento com as observacdes dos ensaios in vitro baseados no genoma, altamente
sensiveis, com todo o processo de toxicidade. Biomarcadores de efeitos precoces, como
patologia clinica, surgem em func¢do da exposicdo, da resposta e do tempo (KLAASSEN;
WATKINS I11, 2010).

Os dados cientificos obtidos através do processo de avaliacdo do risco sdo sempre
entrelacados com as decisdes politicas e governamentais, surgindo muitas vezes dilemas sobre
as acdes a serem tomadas quanto a regulamentacdo, ao gerenciamento e & comunicacao do
risco. Dependendo da severidade dos efeitos tdxicos observados, verifica-se que o risco pode
ser negligenciavel, toleravel ou intoleravel, questdo que muitas vezes € vinculada a percepc¢éo
pessoal.

Os individuos respondem de maneira variavel as informacdes sobre as situacfes
e produtos perigosos, assim como o fazem comunidades e a sociedade como um todo sendo
que o entendimento das respostas comportamentais é crucial para a comunicagdo do risco e
avaliacdo das opcdes de gerenciamento de risco (KLAASSEN; WATKINS 111, 2010).

2.6 IDENTIFICACAO E DADOS TOXICOLOGICOS DO 3-MCPD E GLICIDOL

2.6.1 Propriedades Fisicas
O 3-MCPD é um liquido entre incolor e amarelo claro a temperatura ambiente com
densidade 1.32 g/cm?, ponto de fusdo de 40°C e ponto de ebuli¢do de 213°C 4 760 mmHg. 3-
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MCPD e higroscépico, e altamente soltivel em &dgua e solventes organicos e polaridade moderada
para alta em metanol, etanol, cloroférmio e acetato de etila.
» Peso Molecular: 110.54 g/mol
* Formula Molecular: C3sH7CIO;
* No. EINECS (European Inventory of Existing Chemical Substances - Inventario Europeu
das Substancias Quimicas Existentes): 202-492-4

O 2-MCPD ¢ também um liquido oleoso, de incolor a amarelo claro a temperatura ambiente
com natureza higroscopica. Possui densidade de 1.3 + 0.1 g/cm?® e ponto de ebuli¢do de 213°C &
760 mmHg. No. CAS (Chemistry Abstract Service): 497-04-1

O Glicidol é um liquido incolor a temperatura ambiente, solivel em agua e polar em
solventes. Esteres de &cidos graxos do 3-MCPD e 2-MCPD e o glicidol apresentam propriedades
similares (exemplo polaridade e solubilidade) e &cidos graxos, com pontos de fuséo ligeiramente
mais baixos (Hamlet et. al., 2011).

O glicidol possui 0 nome IUPAC de oxiranilmetanol. Também chamado de 2,3-epoxi-1-
propanol, oxido de 3-hidropropileno, alcool epoxipropil, éxido hidroximetil etileno e 2-
hidroximetil oxirano. Ha também isémeros 6ticos ativos (R-(+)-glicidol (No. CAS 57044-25-4)
e (S-(-)-glicidol (No. CAS 60456-23-7). (EFSA Journal, 2016).

* Peso Molecular: 74.079 g/mol

* Formula Molecular: C3sHeO2

*  No. CAS:556-52-5
* No. EINECS: 209-128-3

2.6.2 Propriedades Quimicas

O 3-MCPD ¢é uma molécula quiral e existe como uma mistura dos enantidmeros (R)- and (S)
que sdo derivados do proquiral L-glicerol. Estdo presentes na propor¢do de 1:1 na proteina
vegetal hidrolisada - PVH 4cido. E importante ressaltar que a maioria das investigacbes da
toxicidade descritas sdo de misturas racémicas. 3-MCPD reage rapidamente com acidos, alcoois,
aldeidos, amonia, compostos amino, cetonas e tiois (Velisek et. al., 1991). As reacbes do 2-
MCPD com estas classes sao similares. 3-MCPD, 2-MCPD e glicidol podem formar ésteres com
acidos graxos. Esta reacdo usualmente ocorre sob condigdes de alta temperatura do refino do 6leo
vegetal comestivel, além destes &cidos graxos serem ésteres comumente encontrados em 6leos
vegetais comestiveis. A maioria dos acidos esterificantes depende do tipo de 6leo, mas 0s mais
comuns sdo &cido laurico (&cido dodecandico C12:0), &cido miristico (acido tetradecanoico

C14:0), acido palmitico (acido hexadecanoico C16:0), acido estearico (acido octadecanoico
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C18:0), acido oleico (acido octadecenoico C18:1), acido linoleico (acido octadecadienoico
C18:2) e éacido linolénico (acido octadecatriendico C18:3). Os ésteres sdo formados em
propor¢éo similar aos &cidos do 6leo, embora alguns fatores como a volatilidade e condigdes de
desodorizagédo permitam acarretar pequenas diferencas.

Esteres de acido graxo do 3- e 2-MCPD, e Glicidol, sdo sollveis em solventes néo polares e
possuem baixa solubilidade em &gua. Todas as carateristicas de solubilidade individuais dos
ésteres de acido graxo do MCPD e glicidol ainda ndo foram estudados; entretanto supde-se que
0s monoésteres MCPD possuem solubilidade maior que os diésteres em solventes polares e ha
um aumento do tamanho da cadeia dos acidos graxos em ambos monos- e diésteres reduzindo a
solubilidade em solventes polares e aumentando a solubilidade em solventes ndo polares (EFSA
Journal, 2016).

2.6.3 Toxicocinética do 3-MCPD e seus ésteres
Absorcao, distribuicéo e excrecéo

O 3-Cloro-1,2-propanediol atravessa a barreira sanguinea dos testiculos e barreira cerebral
e é distribuida amplamente para os fluidos corpéreos (Edwards et. al., 1975). O composto é
acumulado no canal epididimo dos ratos e com menor intensidade no camundongo, sendo que
estes achados foram evidenciados por autorradiografia (Crabo & Appelgren, 1972). Esta
informacdo foi contestada por Jones et. al. (1978), que ndo observou a retencdo tecidual
especifica em ratos tratados com a substancia [**Cl]3-cloro-1,2-propanediol intraperitoneal na
dose de 100 mg/kg p.c. Tampouco ndo observou acumulo em tecidos do 3-cloro-1,2-propanediol
como seu metabolito beta-clorolactato.

Outro experimento, realizado por Jones et. al., 1978, em ratos machos Wistar que receberam
uma injecdo Unica intraperitoneal do [**C]3-cloro-1,2-propanodiol na dose de 100 mg/kg p.c.
expeliram 30% da dose como CO> e excretaram 8.5% n&o modificado na urina apds 24 horas.
Em outro estudo, do mesmo autor, cujo os ratos receberam injecdo Unica intraperitoneal do
[*®Cl]3-cloro-1,2-propanediol na dose de 100 mg/kg p.c., 23% do carbono marcado foram

recuperados como beta-clorolactato.
2.6.4 Biotransformacéo

O 3-Cloro-1,2-propanediol é metabolizado pela conjugagdo com glutationa, produzindo S-
(2,3-dihidroxipropil) cisteina e 4&cido mercapturico correspondente, N-acetil-S-(2,3-
dihidroxipropil) cisteina (Jones, 1975). O composto sofre oxidacao para &cido beta-clorolactico
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e mais acido oxalico (Jones & Murcott, 1976). Um metabolito intermediario, beta-
clorolactaldeido, pode ser formado, como tracos e pode ser encontrado na urina de ratos (Jones

et. al., 1978). Jones, 1975, postulou a formacéo intermediéria do epdxido.

Na revisdo do metabolismo do 3-cloro-1,2-propanediol, Lynch et. al. (1998) identificaram
na via metabolica principal em mamiferos para a formacédo do beta-clorolactato e acido oxalico,
que muitas bactérias metabolizam 3-cloro-1,2-propanediol primariamente via glicidol (JECFA,
2002).

Abraham et. al. (2013) avaliou a toxicocinética do 3-MCPD (10 mg/kg p.c.) em compara¢ao
com a dose equimolar do di-palmitato de 3-MCPD (53 mg/kg peso corporeo) usando analises no
GC-MS do MCPD livre e seu éster, no plasma de ratos machos Wistar (8-9 semanas de idade)
apos administracdo por gavagem. A absorcdo do 3-MCPD foi rdpida na concentragdo maxima
(4,850 ng/mL) observada préxima do primeiro tempo de coleta da amostra (0.37 hora). A
frequéncia de absorcdo se adequa as informacbes da literatura do modelo Unico de
compartimento que foi reportado como 7.0 e 0.36 L/hora para 3-MCPD e seu diester,
respectivamente com meia vida de 0.10 e 1.9 horas, respectivamente. As taxas de eliminacao
foram similares, e foram reportadas como 0.31 e 0.69 L/h para 3-MCPD. A meia vida plasmatica
foi de 1 a 2.2 horas, sendo a eliminacdo de 9.03 and 7.76 micrograma/mL para 0 composto
principal e seus diésteres, respectivamente. O diéster foi quantificado pelo conteddo luminal do
transito no intestino liso e grosso de 1.5 a 24 horas; entretanto, ap6s 24 h, somente 0.015-0.05%
do diéster permaneceu nos dois segmentos intestinais. As concentracfes de 3-MCPD foram
medidas no figado, rins e tecido adiposo e foram similares aos niveis plasmaticos no figado e
rins, porém menores no tecido adiposo. Ap6s administragdo do diéster, 0 composto principal ndo
foi observado no plasma, figado, rins ou tecido adiposo (LQ < 50 ng/g). A excrecdo na urina foi
de aproximadamente 2% da dose administrada e nas fezes de 0.5-1.4%. A administracdo por
gavagem em ratos do 3-MCPD ou trés dos esteres de acido graxos ndo produziu glicidol
detectavel em contetdos séricos, gastricos, duodenal e cecal de ratos machos F344 (Onami et.
al., 2015). Em conclusédo, 3-MCPD e seus ésteres acido graxo dipalmitato aparentemente séo
rdpida e eficientemente absorvidos por via oral, com deesterificacdo pré-sistémica
extensivamente ocorrendo no trato gastrointestinal. A presenca no soro do 3-MCPD e seus
ésteres foi rapidamente observada ap0s a administragdo do composto em teste.

A excrecdo urindria e seus metabdlitos parecem ser predominantes, sendo a fecal

relativamente limitada, porém ndo completamente caracterizada (Jones et. al., 1978). A
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conversdo do 3-MCPD, administrado na forma livre e formas esterificadas, e glicidol ndo foram
observados in vivo.

A biotransformacao do 3-MCPD (bem como o glicidol) encontra-se ilustrada na figura 10.
Duas vias de biotransformacédo sdo postuladas para o 3-MCPD. Uma leva a conjugacdo com

glutationa e a formacéo de &cidos mercaptdricos (DHPMA), e a outra forma o acido oxalico.

Figura 10: Biotransformacéo do 3-MCPD
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2.6.5 Dados Toxicoldgicos do composto 3-MCPD

O 3-MCPD-1-monopalmitato apresenta DL50 de 2676,8 mg/kg p.c., 0 que pode ser
considerado baixa toxicidade aguda de acordo com a classificacdo GHS (Liu et. al., 2012).

Em experimentos realizados em animais apds a administracdo de altas doses de 3-MCPD
(400 mg/g) por um periodo de dois anos, observou-se a incidéncia de cancer (Cho, 2008), ao se
investigar a carcinogenicidade do 3-MCPD em ratos Sprague-Dawley. Grupos de 50 ratos
machos e 50 fémeas foram expostos durante dois anos a agua potavel contendo 0, 25, 100 ou 400
mg/g de 3-MCPD. Os pesos corporais e 0s consumos de agua dos ratos machos e fémeas que
receberam 400 mg de 3-MCPD foram significativamente inferiores aos dos controles. A
incidéncia de adenomas ou carcinomas dos tubulos renais e tumores de células de Leydig ocorreu
com tendéncias positivas relacionadas a dose em ratos machos. A incidéncia de carcinomas dos
tibulos renais e tumores de células de Leydig foi significativamente superior em ratos machos
que receberam 400 mg de 3-MCPD. A incidéncia de adenomas de tubulos renais indicou uma
tendéncia positiva em ratos fémeas, que foi significativa no grupo de 400 mg de 3-MCPD. Em
conclusdo, houve evidéncias claras da atividade carcinogénica da 3-MCPD em ratos machos
Sprague-Dawley, com base no aumento da incidéncia de carcinomas tubulares renais e tumores
de células de Leydig. Houve alguma evidéncia da atividade carcinogénica da 3-MCPD em ratos
Sprague-Dawley fémeas, com base no aumento da incidéncia de adenomas dos tubulos renais.

O 3-MCPD-1-dipalmitato apresenta DL50 acima de 5000 mg/kg p.c. Substéncias com
valores de LD50 acima de 5000 mg/kg p.c. ndo possuem classificacdo toxicoldgica pelo GHS
(Liu et. al., 2012).

Em 2008, foi descoberto que monoésteres de 3-MCPD liberavam 3-MCPD em uma
velocidade maior que os diésteres no modelo in vitro usando lipase pancreatica e extrato de bile
porcina que simula o duodeno humano (Seefelder et. al, 2008). Buhrke et. al. (2011) investigaram
a absorcdo e metabolismo do 3-MCPD e seus acidos graxos cultivados nas células intestinais
humanas Caco-2. As células Caco-2 liberaram 3-MCPD livre a partir do monolaurato e
monooleato MCPD em 24 horas de incubacdo, porém ndo a partir 3-MCPD dipalmitato em 72
horas nas mesmas condic¢des. Considerando a toxicidade oral aguda maior do 3-MCPD 1-
monopalmitato pode explicar parcialmente sua liberacdo maior de 3-MCPD livre, 0 que é
altamente sollGvel e excretado através do rim. A possivel diferenca entre 3-MCPD mono e
diésteres na sua absorcdo e distribuicdo pode contribuir para a diferenca significativa em sua
toxicidade oral aguda (Liu et. al., 2012).

Hwang et. al 2009 estabeleceu uma BMDL10 (Benchmark Dose) para hiperplasia tubular
renal de 0,87 mg/kg p.c./dia. O NOEL do 3-MCPD ¢ de 1 mg/kg p.c./dia (Hoyt et. al., 1994).
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Todos estes estudos toxicologicos foram realizados utilizando o composto 3-MCPD racémico.
Varios cenarios de exposicdo foram testados, com o maior efeito sensivel observado na
motilidade reduzida dos espermatozoides. As exposi¢Oes continuadas e maiores afetaram o
epididimo e testiculo e uma faixa de pardmetros de fertilidade relacionados. Os efeitos da
motilidade dos espermatozoides foram reversiveis em algumas semanas apés o término do
tratamento. Os ésteres de &cido graxo do 3-MCPD foram testados em dois estudos e revelaram
efeitos histopatoldgicos nos testiculos e epididimo em doses corrigidas para o teor de 3-MCPD
livre acima do NOAEL. O rim e o testiculo foram os principais 6rgdos alvos para a toxicidade
induzida de 3-MCPD em estudos em animais. Os efeitos toxicos do 3-MCPD em ambos tecidos
foram associados com o metabolismo oxidativo do b-clorolactaldeido e acido b-clorolactico, os
quais inibem enzimas glicoliticas e causa estresse oxidativo, liderando as manifestagdes
toxicologicas observadas no rim e sistema reprodutivo masculino. A modelagem BMD
(BenchMark Dose) para hiperplasia celular tubular renal aplicando os guias EFSA para a
utilizacdo do modelo BMD médio, baseado nos modelos recomendados do guia e excluindo
parametros adicionais, foram considerados como abordagem preferencial da selecdo do Ponto de
Referéncia (RP). A hiperplasia tubular foi reconfirmada como efeito principal em rins de ratos
por uso do metodo de BMDL10-BMDU10 intervalo de 3-MCPD of 0.20-1.95 mg/kg pc por dia
foi obtido usando modelo médio. O BMDL10 usando o modelo médio se mostrou duas vezes
maior que a primeira derivada usado no estudo anterior da EFSA (0.08 mg/kg pc/dia). A
diferenca nos resultados das analises de BMD entre o JECFA e a Autoridade Europeia de
Seguranca de Alimentos (EFSA) usando os mesmos conjunto de dados de hiperplasia renal em
ratos machos se deveu a selecéo inicial dos modelos e parametros de linhagens aplicados.

O 3-MCPD sugere efeitos menores na contagem de espermatozéides seguido de exposicao
aguda (2 semanas ou menos) em doses maiores de 10-30 mg/kg pc/dia. Entretanto, a exposicao
de ratos por 13 semanas resultou na diminuicdo dose-dependente na tendéncia da contagem dos
espermatozoides do epididimo, atingindo significancia estatistica de > 4 mg/kg pc por dia. Em
funcdo da alta variagdo dos dados (desvio padréo relativo na faixa de 20% a 50%) a fertilidade
foi insensivel a perda da contagem de espermatozoides em ratos, desta forma foi decidido aplicar
um desvio padréo do grupo de controle (equivalente ao tamanho de efeito de 23%). O BMDL23
foi de 1.34 mg 3-MCPD/kg pc/dia foi determinado pela reducdo da contagem dos
espermatozoides dos ratos.

A perda dos espermatozoides no epididimo foi geralmente associada com mudancas
histopatoldgicas. As analises de BMD de dois conjuntos de dados foram realizados aplicando o
modelo medio e resultando na BMDL10-BMDU10 com intervalos de confianca de 1.55-14.4
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mg 3-MCPD/kg pc/dia de incidéncia cronica aumentada no seminifero tubular atrofiado, e 1.34—
8.50 mg 3-MCPD/kg pc/dia de vaculalizacdo. (EFSA, 2018)

2.6.6 Toxicocineética do Glicidol e ésteres

A biotransformacgéo do glicidol usando 14C foi avaliado em ratos machos F344 de
aproximadamente 11 semanas de idade (Nomeir et. al., 1995). As doses individuais de 37.5 e 50
mg/kg peso corporeo foram administradas por via oral (gavagem) e por via intravenosa. A
excrecdo urinaria dos compostos radioativos foi de 40-48%, seguido do CO> exalado (27-32%),
e fezes (5-12%). Os metabolitos observados na urina ndo foram identificados. Observou-se nos
tecidos a deposicdo de 9-12% em 24 horas e 7-8% em 72 horas, particularmente no masculo
esquelético, pele, e figado. Wakabayashi et. al. (2012) avaliaram a farmacocinética do glicidol
usando GC-MS ap6s administracdo oral e intravenosa em ratos Sprague-Dawley (n = 189) e
macacos cinomolgos (n = 3) na dose de 75 mg/kg peso corporeo. A absorcao do glicidol apos
gavagem foi rapida com Tmax de 0.25 horas em ratos e 0.83 horas em macacos. A
biodisponibilidade sistémica do glicidol e ésteres glicidilicos e MCPD em alimentos foi 69% em
ratos e 34% em macacos, baseados na proporcao do glicidol administrados por via oral e via
intravenosa. A eliminacéo foi rapida com meias vidas de 0.37 e 0.41 hora em ratos e macacos,
respectivamente, meia vida oral de 1.3 e 1.5 horas, respectivamente. A concentracdo maxima e
AUC (area under the curve) encontradas foram de 1.64 e 4.92 mg/kg peso corpOreo em ratos e
em macacos de 4.92 mg/kg peso corpéreo. Wakabayashi et. al. (2012) também avaliou a
toxicocinética no plasma na dose Unica do glicidil di-linoleato (341 mg/kg peso corpdreo), o qual
foi equimolar para dose do glicidol, usando administracdo por gavagem) em ratos Sprague-
Dawley e macacos cinomolgus. Enquanto o éster principal foi observado no plasma dos ratos
dosados, ndo foi detectado em macacos; entretanto, a farmacocinética do glicidol derivada da
hidrolise do ester foi medida no plasma de ambas as espécies. O tempo maximo da concentragédo
do glicidol no plasma foi menor ap6s ingestddo do glicidil di-linoleato por gavagem quando
avaliado o glicidol (0.5 versus 0.25 hora em ratos e 1.8 versus 0.83 hora em macacos) e atingiu
concentragdes menores de glicidol (Valores Cmax de 26 versus 34 Ig/mL em ratos e 1.5 versus
8.6 lg/mL em macacos). Entretanto, enquanto o AUC do glicidol, ap6s gavagem de glicidil di-
linoleato em ratos excedeu o do glicidol em 28% (41.6 versus 32.4 Ig/mL 9 horas), este parametro
em macacos foi 45% menor do que o observado para glicidil linoleato (9.1 vs 16.4 Ig/mL 9
horas). Estas observaces foram interpretadas como importantes diferencas entre espécies na
hidrolise do éster e biodisponibilidade baseada na fisiologia (exemplos lipase lingual versus
lipase gastrica, efeitos do pH no estdmago) ou metabolismo do epoxido (epdxido hidrolase ou

glutation S-transferase), embora nenhum mecanismo especifico tenha sido proposto.
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Appel et. al. (2013) reportou biodisponibilidade relativa do glicidol ap6s administracédo
equimolar de doses deste composto (50 mg/kg peso corporeo) ou glicidil di-palmitato (209 mg/kg
peso corpdreo) para ratos machos Wistar por gavagem. Neste experimento, a quantidade relativa
dos adutos de dihidroxipropil-valina derivaram da reacéo do glicidol com residuo n-terminal da
hemoglobina medidos usando-se GC-MS. Niveis maximos similares dos adutos dihidroxipropil-
valina foram observados no sangue coletados 24-48 horas apds administracdo do composto,
embora o nivel maximo do aduto encontrado ter sido atingido antes que o éster (aproximamente
4 versus 24 horas). A excre¢do do metabdlito do glicidol derivado da conjugagdo inicial do
glutation, dihidroxipropil-mercapturato (DHPMA), foi também medido em ratos usando-se
LC/MS/MS. A excrecdo total similar do mercapturato foi observada acima do periodo de 48
horas em ratos (14% do glicidol administrado versus 13.7% da dose glicidil di-palmitato).

No segundo experimento, a disposicao do di-palmitato [14C]glicidil-[3H] foi avaliada no
periodo de 7-dias. A excrecdo 14C ocorreu primariamente através da urina (41%) e as de 3H
occoreu primariamente através das fezes (51%). Isto também foi reportado em 9% de 14C e 23%
em 3H associados aos tecidos, embora ndo tenha sido determinado a relevancia da incorporacao
da ligacdo covalente do metabdlito. A administracdo por gavagem do glicidol ou ésteres de acidos
graxos produzidos para 3-MCPD no soro de ratos machos F344 excedeu o glicidol em 30 min
apos sua administracdo (Onami et. al., 2015). A formacdo do 3-MCPD ap6s administracdo por
gavagem dos dois mono-ésteres de glicidil foi observada no conteddo duodenal e cecal dos
animais, mas em niveis proximos do limite de quantificacdo e inconsistentes entre 0s animais
analisados. Em conclusdo, glicidol e seus ésteres de acido graxos sao efetivamente absorvidos
apos ingestdo. Ocorre hidrélise substancial pré-sistémica do glicidol, embora o processo de
esterificagdo possa ser mais extensivo em ratos do que em macacos baseados em diversas
medidas da exposicdo interna do glicidol. O metabolismo da molécula ocorre por diversas vias
enzimaticas, incluindo conjugacdo do glutation e formacdo do mercapturato. A molécula do
glicidol é predominantemente excretada na urina, porém seus metabolitos ainda demandem
elucidacdo, com pequenas quantidades exaladas através da respiracdo do CO2, e fezes. Além
disso, o glicidol pode se ligar covalentemente as macromoléculas celulares (exemplo DNA e
hemoglobina) em virtude da natureza eletrofilica do anel epdxido. A ligacdo da molécula de
glicidol com DNA pode resultar em genotoxicidade e mutages. Além disso, os atomos de
carbono na molécula de glicidol podem tambem ser incorporados em macromoléculas via
metabolismo intermediario apds a conversdo com moléculas tais como glicerol e CO2. Observa-
se expressiva conversao do glicidol e seus monoésteres em 3-MCPD e seus ésteres in vivo.

O NOEL do Glicidol é de 100 mg/kg p.c./dia (NTP, 1990).
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2.6.7 Dados Toxicologicos do composto Glicidol

Os estudos de cancer em animais experimentais pela exposic¢ao oral ao Glicidol causou
tumores em diferentes tecido em camundongos e ratos. A administra¢do do Glicidol por gavagem
aumentou a incidéncias de tumores benignos e/ou malignos na glandula mamaria (adenoma,
fibroadenoma, ou adenocarcinoma) em ratos de ambos 0s sexo e camundongos femeas, no
estomago (papiloma ou carcinoma) em ratos de ambos os sexos e camundongos machos, na
glandula tiredide (célula folicular- adenoma ou carcinoma) no cerébro (glioma) em ratos de
ambos 0s sexos, a glandula de Harder (adenoma ou adenocarcinoma) em camundongos de ambos
0s sexos, e a pele (papiloma ou carcinoma célula escamosas, tumores na célula basal, adenoma
ou adenocarcinoma na glandula sebacea em camundongos de ambos 0s sexos e ratos machos.
Nas concentracBes de 37.5 mg/kg pc e 75 mg/kg pc, também foi observado cancer em ratos na
glandula zimbal (carcinoma) e testisculo (mesotelioma na tunica vaginalis) e tumores no
intestino (p6lipos adenomatoso ou adenocarcinoma) em machos e tumores na glandula mamaria
(fibroadenoma ou adenocarcinoma), cavidade oral (papiloma or carcinoma), and glandula clitoral
(adenoma, adenocarcinoma, ou carcinoma) em fémeas. Na concentracdo de 50 mg/kg pc, em
camundongos, exposicao oral para o Glicidol também se observou cancer do utero (carcinoma
ou adenocarcinoma) e tecido subcutaneo (sarcoma ou fibrosarcoma) em fémeas e tumores no
pulmao (alveolar/bronquiolar adenoma ou carcinoma) e figado (principalmente carcinoma) em
machos (NTP 1990, IARC 2000). Também € possivel relacionar a exposicdo do Glicidol ao
cancer de estdmago glandular (fibrosarcoma) em ratos fémeas e cancer na bexiga urinaria
(carcinoma) e testiculo (sarcoma do epididimo) em camundongos machos nas concentracdes 37.5
mg/kg pc, 50 mg/kg pc e 75 mg/kg pc.
Ndo foram encontrados na literatura cientica pesquisada studos epidemioldgicos que
correlacionem alteragdes do desenvolvimento de cancer em humano e exposi¢do ao glicidol
(NTP, 1994).

2.6.8 Cenario Internacional da exposi¢éo ao 3-MCPD e glicidol

Estudos preliminares avaliaram a ingestdo de 3-MCPD a partir de seus ésteres, considerando
a hidrolise completa destes compostos. Com base nesse principio, o Instituto Federal Aleméo
para Avaliacdo do Risco (BfR) estimou que a ingestdo de 3-MCPD para adultos através do
consumo de 6leos e gorduras vegetais poderia chegar a até cinco vezes o valor da PMTDI de 2
ug/kg p.c. estabelecida pelo JECFA, considerando o nivel mais alto de ésteres de 3-MCPD

encontrado nesses produtos.
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Para criangas alimentadas com férmulas infantis, o BfR estimou que a ingestdo de 3-MCPD
poderia corresponder de 3,6 a 20 vezes o valor da PMTDI, utilizando os niveis minimo e maximo
de ésteres de 3-MCPD encontrados nas amostras. Com base no mesmo principio, Zelinkova et.
al., 2006 estimaram que a ingestdo de 3-MCPD devido a presenca de seus ésteres em férmulas
infantis poderia atingir até 8,2 vezes o valor da PMTDI.

Considerando a alta biodisponibilidade do 3-MCPD verificada em alguns estudos apds
administracdo oral de 3-MCPD-dipalmitato e a indicacdo de que diésteres estdo presentes em
concentragOes superiores as de monoésteres, estes dados iniciais sugerem que a ocorréncia de
ésteres de 3-MCPD em alimentos pode estar associada a riscos significativos a satde humana.

Desde 2009, o Comité do Codex sobre Contaminantes em Alimentos (CCCF) tém solicitado
uma avaliacdo toxicolégica completa dos ésteres de 3-MCPD ao JECFA. Entretanto, como
informagdes importantes estdo sendo disponibilizadas, o JECFA ainda n&o avaliou estes dados.
Diante de tais evidéncias, é altamente recomendavel que estratégias de mitigacdo sejam
desenvolvidas de forma a diminuir a exposi¢cdo dos consumidores a estes compostos.

Foi conduzido um estudo nos Estados Unidos para avaliar a ocorréncia de 3-MCPD e ésteres
de glicidol em 116 amostras 6leos comestiveis industrias e varejo utilizando LC-MS/MS. Neste
estudo foram encontrados valores de 0.005 a 7.2 mg/kg de 3-MCPD em 94 6leos refinados. Para
o glicidol os valores encontrados foram de 0.09 a 10.5 mg/kg em 6leos néo refinados e industrias,
sendo que as maiores concentraces foram observadas em 6leo de palma refinado e oleina de
palma (Macmahon et. al., 2013).

Xiao et. al., 2013, conduziu um estudo, em Hong Kong para avaliar a exposi¢ao na dieta do
3-MCPD e seus ésteres em 290 amostras individuais de alimentos, onde foram detectados niveis
de 3-MCPD para biscoitos (440 pg/kg), oleos e gorduras (390 pg/kg), snacks e pasta chinesa
(270 pg/kg). A exposicao pela dieta em consumidores de médio e alto consumo foi avaliada entre
0.20 a 0.53 pg.kg p.c./dia, mostrando que a ingestao destes compostos corresponde de 0,7 a 26%
da PMTDI, considerando tanto grandes e médios consumidores quanto ao consumo de alimentos
processados e de 6leos e gorduras. Desta forma este estudo nao sugere que possam ocorrer efeitos
toxicos relevantes tendo como causa 0 3-MCPD.

No estudo conduzido por Li et. al., 2015, na China, foi avaliado a exposic¢do do 3-MCPD e
seus ésteres em 143 amostras de 6leos vegetais (girassol, amendoim, canola, gergelim, soja) e
amostras de gordura e os resultados médios entre as amostras permaneceram entre 570 a 1518
Hg/kg sendo que o 6leo de palma apresentou o maior valor de 1518 pg/kg e o 6leo de canola 570
Mg/kg apresentou, sendo o 6leo de canola o menor valor para ésteres de 3-MCPD.

Posteriormente, foram calculados o nivel de consumo e peso corpéreo de diferentes grupos
etarios da populacéo, variando o consumo médio entre 60 a 85. No mesmo estudo foi realizado
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a avaliacéo da exposicdo chinesa apresentado os resultados médios entre 0.60 a 1.17 pg/kg peso
corporeo) quando comparados com a TDI 2 pg/kg pc, apresentam o consumo seguro dos 0leos.
Atraves destes resultados de avaliacdo de exposicao probabilisticos foi observado que os valores
médios se encontram abaixo do PMTDI. Entretanto nos altos percentis (95, 97.5 e 99) os valores
em todos os grupos etarios foram maiores que o PMTDI, observando-se que criangas e
adolescentes sd@o mais expostos aos esteres de 3-MCPD que adultos. O estudo sugeriu a reducao
do nivel de 3-MCPD e seus ésteres em 0Oleos comestiveis e que a redu¢do do consumo seria
prioritaria para minimizar o risco de 3-MCPD e seus ésteres (Li et. al., 2015).

No estudo realizado por Custodio-Mendonza et. al., 2018 na Espanha, utilizando a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa/massa e 0 método QUEChERS, foram
analisadas 100 amostras de diferentes 6leos vegetais e alimentos gordurosos do mercado local
espanhol. Os resultados indicaram que 6leo de oliva virgem e dleos brutos (que ainda ndo haviam
passado pelo processo de refino) ndo apresentavam os analitos. No dleo de palma foram
encontrados os maiores valores dos diésteres de 3-MCPD (1,2-Dilinoleoil-3cloropropanodiol
(LILI) e 1-2-bispalmitoil-3cloropropanediol (PAPA), sendo que as concentracfes atingiram 10
mg/kg. Além disso, na margarina avaliada foram detectados os teores de 8.09, 3.77 e 3.72 mg/kg
para LILI, PAPA e 1-oleoil-2-linoleoil-3-cloropropanediol respectivamente.

Neste mesmo estudo, Custodio-Mendonza et. al., 2018 avaliaram o risco da presenca deste
analitos na populacdo espanhola, onde o consumo de 6leo é 12.66 L/pessoa/ano em 2016,
especialmente 6leo de oliva (8.51 L) dos quais 5.02 L foram dleo de oliva refinado e éleo de
girassol (3.21 L). Utilizando os valores obtidos pelos autores e considerando o peso corpdreo de
70 kg por individuo, o valor médio de ingestdo diaria foi de 0.12 a 0.23 pg/kg por dia de 6leo
refinado de oliva e 0.25 ug/kg 6leo de girassol, sendo valor similar ou menor quando comparado
ao resto da Europa, e considerado inferior ao TDI (2 pug/kg p.c.) estabelecido pela EFSA.

A avaliacdo da exposicdo para 0 3-MCPD e seus ésteres foi realizado pela EFSA de 2016
considerando niveis de exposi¢do do composto principal, indiferente da sua forma original. A
média e altas exposi¢Bes cronicas alimentar (P95) estimadas foram altas para grupos jovens
(criancas, bebés até 2 anos e criangas até 10 anos) em comparagdo com adolescente e grupos
adultos. Os niveis médios de exposicdo (reportados como minimo e maximo foram) faixas de 0.5
a 1.5 ug 3-MCPD/kg pc/dia através de pesquisas alimentas de grupos jovens, de 0.2 a 0.7 ug 3-
MCPD/kg pc/dia para adolescentes e grupos adultos. A alta exposicéo na faixade 1.1 a 2.6 ug 3-
MCPD/kg pc/dia para grupos jovens, de 0.3 a 1.3 ug 3-MCPD/kg pc/dia em adolescentes e
adultos. Cenarios especificos foram considerados para criangas menores de 2 anos recevendo
férmula infantil, baseado na média e ocorréncia P95 do 3-MCPD e seus produtos. A exposicao
respectiva estimada de 2.4 e 3.2 ug 3-MCPD/kg pc/dia. (EFSA, 2018)
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2.6.9 Cenario Brasileiro da exposi¢do ao 3-MCPD e glicidol

No Brasil, Arisseto et. al, 2013 realizaram uma pesquisa de exposic¢ao ao 3-MCPD pela dieta
em alimentos processados e ingredientes alimenticios, como proteina vegetal hidrolisada, molho
de soja, produtos a base de cereais, ingredientes derivados de malte e alimentos defumados. Neste
trabalho os alimentos que apresentaram maior consumo foram pdes (53 g/pessoa/dia) , sopas 50
g/pessoa/dia) e cerveja (31.1 g/pessoa/dia). Neste mesmo trabalho foram avaliados os niveis do
composto 3-MCPD e os alimentos que apresentaram maior valor do composto 3-MCPD foram
0s molhos (220.6-221.4 ng/kg) e outras (leguminosas 102. 3 pg/kg), os demais alimentos
apresentaram valores menores como exemplo 0s pées apresentaram valores de 3-MCPD de 2.8-
10.9 pg/kg. A ingestdo foi calculada combinando-se dados sobre o consumo alimentar,
fornecidos pela Pesquisa de Orgamento Familiares 2008-2009, com os niveis de ocorréncia dos
contaminantes, determinados utilizando cromatografia gasosa — espectrometria de massas. A
exposi¢cdo ao 3-MCPD variou de 0,06 a 0,51 pg/kg p.c. considerando médios e grandes
consumidores. Com base nesses resultados, verificou-se que a exposi¢do aos cloropropandis nao
representa um risco significativo a satde da populagdo brasileira. Entretanto, o consumo de
determinados alimentos contendo altos niveis de 3-MCPD poderia ultrapassar a ingestdo diaria
méaxima toleravel provisoria de 2 pg/kg p.c. estabelecida para este composto e, assim,
representaria uma preocupacao potencial.

Né&o houve diferenca na ingestdo do composto de 3-MCPD entre homens e mulheres, sendo
de 0.1 pg/kg p.c. para consumidores médios e 0.45 pg/kg p.c. para alto consumidores. (Arisseto,
et. al. 2013).

Nos resultados apresentados pelo mesmo autor, os adolescentes obtiveram a ingestdo de 0.1
a 0.5 pg/kg p.c., adultos obtiveram a ingestdo de 0.1 a 0.4 pg/kg p.c., os idosos obtiveram a
ingestdo de 0.1 a 0.4 pg/kg p.c. Foi também avaliado a ingestdo entre a area urbana os valores
de ingestdo foram de 0.1 a 0.45 pg/kg p.c. e area rural de 0.05 a 0.35 pg/kg p.c. Finalmente na
avaliacdo por regido, onde o Nordeste e Sul apresentaram resultados entre 0.1 a 0.5 pg/kg p.c. e
a regido centro-oeste apresentou o menor valor de 0.05 a 0.35 pg/kg p.c.

Em outro estudo, Arisseto et. al, 2014 avaliou 97 amostras de 0leos vegetais e gorduras do
mercado brasileiro e encontrou niveis do contaminante 3-MCPD e seus esteres entre 0.05 a 5.09
mg/kg sendo que as maiores concentragdes foram observadas em dleo de bagacgo de azeitona e

em produtos para aplicacdo industrial como 6leo de palma e suas fragdes (oleina e estearina).
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2.6.10. Consumo de Oleos no Brasil baseado na Pesquisa de Orcamento Familiar

O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) é o érgdo responsavel pelo
desenvolvimento e publicacdo das Pesquisas de Orcamentos Familiares (POF) que permitem
avaliar, além de outros dados, a tendéncia do consumo alimentar, de forma indireta, por meio da
estimativa de despesas efetuadas com a aquisi¢do de alimentos para consumo no domicilio. A
primeira POF desenvolvida pelo IBGE foi denominada Estudo Nacional de Despesa Familiar
(ENDEF), correspondendo aos anos de 1974 e 1975, com ambito territorial nacional com excecao
das areas rurais das regides Norte e Centro-Oeste. Ap0s essa versdo inicial, aconteceram mais
quatro pesquisas de orcamentos familiares: entre 1987-1988; 1995-1996; 2002-2003 e a Gltima
versdo, referente aos anos de 2008-2009 (IBGE, 2011).

As versdes anteriores a POF 2008-2009, no que diz respeito ao consumo alimentar, possuiam
limitacOes para uso dos dados, uma vez que ndo apresentavam informacdes sobre o consumo
efetivo individual, a distribuicdo intrafamiliar dos alimentos e a quantidade consumida fora do
domicilio, tendo coletado apenas dados de aquisicdo domiciliar de alimentos, possibilitando
apenas estimar e inferir sobre tendéncias no consumo da populagéo. Portanto, as POFs anteriores
contemplam o consumo familiar sob a 6tica do orcamento domiciliar e ndo do perfil de consumo
individual. Por sua vez, a POF 2008-2009 incorpora informag6es sobre o consumo alimentar
pessoal no Brasil por grandes regides. Com a divulgacdo dos resultados do estudo: Analise de
Consumo Alimentar Pessoal no Brasil (POF 2008-2009) pelo IBGE, realizado em parceria com
Ministério da Saude, foi possivel obter pela primeira vez informacgdes sobre o consumo efetivo
individual de alimentos dentro e fora do domicilio, por brasileiros com 10 anos ou mais. Para
tanto, os individuos participantes da pesquisa (34.003 moradores de 13.569 domicilios) foram
orientados a registrar detalhadamente os alimentos consumidos, a forma de preparo (cru, cozido,
frito, assado etc.), a quantidade consumida, o horario e onde o consumo ocorreu, dentro ou fora
do domicilio (IBGE, 2011).

Com o intuito de avaliar o consumo de 6leos no Brasil para posteriormente realizar a
avaliacdo do risco, foi consultado a Pesquisa de Orgcamento Familiar divulgado pelo IBGE e

foram coletadas as informag6es contidas na tabela 4.

A tabela 4 apresenta os dados de aquisigdo alimentar domiciliar anual dos 6leos e gorduras

Tabela 4 - Aquisicdo alimentar domiciliar per capita anual, por Grandes Regides,
segundo os produtos - fornecidos de Orcamento Familiares 2008-2009
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Aquisicdo alimentar domiciliar per capita anual (kg)
Produtos Grandes Regides
Brasil Norte Nordest Sude sul Centro-
e ste Oeste

Oleos e 10.5

gorduras | 8.932] 8.752 7322  9.262] 87 10.159
8.13

Oleos | 7.104| 7.126)| 5503|  7.555] 7 8.622
Azeite de 0.15

oliva | 0.178| 0.081| 0.063]  0.293] 1 0.124
Oleo de 0.21

girassol | 0.141| 0.154| 0.058|  0.166] 5 0.155
Oleo de 0.11

canola | 0.064| 0.010] 0.010|  0.098] 0 0.053
Oleo de 0.17

milho | 0.126| 0.059| 0.082]  0.166] 4 0.036
6.84

Oleo de soja 6.342| 6.561 | 5054|  6.688] 9 8.082
Oleo ndo 0.12

especificado 0.117| 0.209 0.133]  0.082] 6 0.143
0.51

| Outros | 0.136 | 0.053| 0.103|  0.062] 2 0.030

Tabela 5 — Consumo alimentar médio per capita e percentual de consumo fora do domicilio

em relacdo ao total consumido, por sexo, segundo os alimentos periodo 2008-2009

Alimentos | Consumo alimentar médio per | Percentual de consumo fora do
capita (g/dia) domicilio em relagcdo ao total
consumido (%)
Total Masculino | Feminino | Total Masculino | Feminino
Oleos e 6,6 7,0 6,2 7,8 8,5 7,1
Gorduras
Oleos e| 0,2 0,1 0,2 14,5 4,5 20,7
Gorduras
diet/light
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2.6.11 Avaliacédo da Exposicao apresentado por 3-MCPD e Glicidol

A metodologia utilizada para a etapa de avaliagdo de exposicao foi realizada através do
aplicativo desenvolvido pelo ILSI (Valerio, L.B; Pais, M.C.N, 2015) onde foi considerado a
estimativa dos consumos médios diarios per capita por Unidade de Federacdo utilizando como
base as informacdes do IBGE, no POF (Pesquisa Orcamento Familiar, 2008-2009). A escolha da
utilizacdo do aplicativo foi a forma com que os dados foram publicados pelo IBGE na edi¢éo de
2008-2009 nao permite sua utilizacao imediata para realizar avaliacdes que necessitem dos dados
de consumo dos alimentos em sua forma in natura, uma vez que os alimentos foram citados em
sua forma final de consumo. Portanto, além de esta verséo fornecer dados claros sobre o consumo
de alimentos in natura, oferece também informacdes acerca do consumo de alimentos preparados
e processados. Assim sendo, quando ha a necessidade de obter os dados de consumo per capita
dos alimentos in natura, tanto os consumidos desta forma quanto a porcentagem advinda de
algum alimento preparado ou processado devem ser levados em consideracdo. Por fim, as
quantidades de cada item das receitas, correspondente aos ingredientes in natura, seriam somados
a quantidade deste mesmo alimento consumido diretamente in natura.

Na metodologia utilizada foi avaliado que em alguns estados do pais, devido ao nimero
reduzido de pessoas na subamostra e ao pequeno registro de consumo de determinados alimentos,
preferiu-se a obtencdo das estimativas por Grandes Regibes visando a obtencdo de estimativas
mais consistentes. Segundo informacdes do IBGE, o desenho da amostra das duas ultimas POFs
foi estruturado de tal modo que propicia a publicacdo de resultados nos seguintes niveis: Brasil,
Grandes Regides (Norte, Nordeste, Sudeste, Sul e Centro-Oeste) e por situacfes urbana e rural
(IBGE, 2011). Foram adotadas duas metodologias para a obtencdo das estimativas de consumos
médios diarios per capita: MET 01 — Dados de Consumo do Primeiro Dia e MET 02 — Dados de
Consumo Considerando os Dois Dias Reportados — Reporte da Variagéo Intrapessoal. A primeira
metodologia foi baseada naquela utilizada pelo IBGE em que se consideram apenas os dados do
primeiro dia de registro. Esta metodologia foi considerada pois 0s procedimentos estatisticos
utilizados na estimativa de consumo usual, a partir da repeticdo de didrio alimentar ou
recordatorio de 24-horas, ndo permitem a estimativa do consumo usual de alimentos consumidos
episodicamente (Kipnis et. al., 2009), além da consideracdo de que o primeiro dia de registro
apresenta melhor qualidade da informacéo do que os dias subsequentes (Sawaya et. al., 1996;
Subar et. al., 2003). Por fim, ficou evidente que, para caracterizar médias de consumo
populacionais, métodos que envolvem a descricdo de um dia de consumo séo apropriados, desde
que a amostra seja representativa de toda populacdo estudada e os dias da semana sejam

igualmente representados (Kroes, 2002; Dodd et. al., 2006). Quando a variabilidade intrapessoal
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e a distribuicdo dos consumos individuais forem requeridas, um levantamento de pelo menos
dois dias ndo consecutivos dos referidos metodos (diario ou registro alimentar e o recordatorio
de 24 horas) deve ser realizado (Kroes, 2002; Dodd et. al., 2006). Sendo assim, para as analises
em que a variabilidade intrapessoal é importante, a segunda metodologia (MET 02 — Dados de
Consumo Considerando os Dois Dias Reportados — Reporte da Variagéo Intrapessoal) considerou
os dados do primeiro e do segundo dia de registro.

Inicialmente, para o calculo das estimativas de consumo médio, foi necessario promover
a expanséo do dado amostral. Cada domicilio pertencente a subamostra da POF representa um
determinado nimero de domicilios da populacdo de onde a amostra original foi retirada. Dessa
forma, cada domicilio da subamostra esta associado a um peso amostral (fator de expansao) que
permite a obtencdo de estimativas das quantidades de interesse para 0 universo da pesquisa
(IBGE, 2011).

Para o caso da metodologia em que se consideraram os dados do primeiro e do segundo
dia de registro, os numeros de individuos da populacédo foram multiplicados por 2 (para obtencéo
do total da populacdo nos dois dias de pesquisa). Estimou-se, também, os desvios padroes
ponderados pelos fatores de expansdo associados a cada estimativa.

Para o contaminante Glicidol, ndo ha estudos de TDI disponiveis na literatura, por esta razao
para a avaliacdo do risco foi utilizado o limite méximo de 1000 (ug/kg p.c.) estabelecido para

oOleos e gorduras vegetais na legislacdo Europeia 2018/290 como PMTDI.
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3.0BJETIVOS

3.1 Geral
v" Avaliar a presenca dos ésteres de cloropropandis (3-MCPD) e glicidol em 6leos vegetais
comestiveis produzidos no Brasil e posteriormente avaliagdo do risco toxicoldgico nas

commodities.

3.2 Especificos

v' Identificar e quantificar tais substancias em amostras de dleos vegetais produzidos no
mercado brasileiro pelo método de GC/MS/MS;

v" Para tanto foi validado um método analitico que permita a identificacdo e quantificacdo
destes contaminantes em 06leo vegetal comestivel.

v" Avaliar o risco toxicoldgico da presenca destes compostos nestas matrizes, ao comparar
0 nivel de consumo do 6leo de soja estabelecido pela POF - Pesquisa de Orcamento Familiar—

Brasil, 2008 e o teor destes compostos nestes alimentos.
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4. MATERIAIS E METODOS

A determinacdo do 3-MCPD e glicidol na amostra de 6leo vegetal foi realizada por

cromatografia gasosa (GC) acoplada ao espectrometria de massa operando no modo tandem (GC-
MS/MS)Uma técnica que alguns sistemas sofisticados de GC-MS oferecem é a analise no modo
tandem (MS/MS). Nessa técnica, as moléculas de interesse sofrem fragmentacdo duas vezes.
Primeiramente as moléculas sdo fragmentadas a 70 eV e entdo o sistema € capaz de isolar e
refragmentar um fragmento selecionado (ion pai), gerando o espectro obtido do ion pai. Para
escolha do ion pai deve ser realizada uma anélise no modo GC-MS (SCAN), e a partir do espectro
de massas da molécula de interesse, é selecionado o ion de maior intensidade para ser
refragmentado. O equipamento utiliza uma ampla faixa de freqiiéncia de onda para o isolamento
do ion pai, que acontece em duas etapas: primeiramente sdo expulsos os ions de m/z menor que
o0 ion pai e em seguida os de m/z maior que do ion pai. A analise no modo tandem propicia maior
seletividade e sensibilidade do sistema GC-MS. O método descreve metodologia direta para
determinacdo dos ésteres de 3-MCPD e 3-MCPD livre apds clivagem do éster por catalise
alcalina e derivatizacdo com acido fenilborénico. Este método possibilita determinacéo indireta
dos ésteres de glicidol sobre a suposicdo que ndo ha outras substancias presentes que possam
reagir na temperatura ambiente com cloreto inorganico para gerar 3-MCPD (AOCS Cd 29C,
2013). Esta técnica foi escolhida em funcédo da importancia e credibilidade da instituicdo AOCS
no mercado de 6leos, bem como a necessidade da determinacdo do 3-MCPD e glicidol pela

toxicidade destes contaminantes no processamento de 6leos.

4.1 Amostras

As amostras dos 6leos de palma, soja, canola, girassol e milho foram coletadas por lote
utilizando amostrador automatico no processo produtivo dos 6leos apds a desodorizacdo. As
amostras foram coletadas dos fornecedores Agro Premium, Alianca, Cargill, Celena, Cereal,

Cofco, Correcta, Indemil, Ingredion, Louis Dreyfus, Parecis, Vopak, Raatz e Pordini.

4.2 Reagentes e padrdes

O padréo utilizado foi o 1,2-bis-palmitoester-3-MCPD (equivalente 5,0 pg/Ml livre de 3-
MCPD) do fornecedor Toronto Research lote 1AXF24-1. As solucGes-estoque foram preparadas
nas concentracbes de 0,1, 0,3, 0,5,0,8,1,0e 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0 mg/kg. Para o Glicidol, foi utilizado
0 padrdo estearato glicidil com pureza de 98% do fornecedor Toronto Research lote 1-EJB-84-
1. As solucdes-estoque do estearato glicidil foram preparadas 0,05, 0,1 e 5 mg/kg. Os solventes
utilizados foram grau PA sendo: tolueno, tert-butil metil éter, metanol, iso-hexano, etil acetato,
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dietil éter, iso-octano, acido sulfarico, solucdo aquosa de cloreto de sodio, solugdo aquosa de
brometo sddio, solucdo de metdxido de sddio e sulfato de sodio. O padrdo interno utilizado foi o
1,2-dipalmitato-3-MCPD-ds (D5-3-MCPD) (equivalente 5,0 pg/mL livre de 3-MCPD) do
fornecedor Toronto Research lote 14-BHW-22-1.

Matriz livre de MCPD

A matriz usada como branco foi o éleo de oliva virgem fabricado marca Borges lote 5002295
L4313H Validade: 6/11/2018, pois 0 mesmo ndo possui aquecimento em seu processamento,
desta forma ndo € esperada a formacdo do 3-MCPD e seus ésteres, bem como o glicidol. O

mesmo foi confirmado durante os experimentos.

Amostras de Referéncia

Foram consideradas no trabalho realizado como amostras de referéncia, amostras de 6leo
recebidas das filiais da empresa distribuidas geograficamente pela Europa, Asia, América do
Norte, as quais passaram por testes analiticos nas 8 unidades na empresa (ensaios Inter
laboratoriais), e foram estabelecidos os teores de 3-MCPD e glicidol, além de terem sido
comparadas com resultados de analise em laboratdrio externo. Além disso, foi utilizada uma
amostra de 6leo vegetal do fornecedor FAPAS (padrdo proficiéncia) identificada com a
codificacdo 2649 com valor conhecido de 3-MCPD na faixa de: 1,13 — 2,09 mg/kg e glicidol na
faixa de: 0,2 a 0,44 mg/kg. Foi utilizada a matriz 6leo de canola do fornecedor FAPAS lote 1063
validade: Dezembro/2018 para realizacéo dos testes de recuperacao, precisao e exatidao.

Os equipamentos e vidrarias utilizadas foram:

e Cromatografo gasoso Agilent 7890 acoplado ao espectrometro de massa 7000B;

e Coluna Cromatogréafica DB 17-MS, 30 m, ID: 0.25 mm fase estacionaria 0,25 microns;
e Pipetas automaticas (volumes: 10-40 ul; 40-200ul);

e BalGes volumétricos (10, 25, 100 e 1000 ml);

o Béqueres;

e Estufa aproximadamente 80°C;

e Balanga analitica;
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4.3 Preparo das amostras

e As amostras de 6leo de canola e 6leo de oliva foram fundidas em estufa a 80°C;

e 2 amostras de 6leo de canola e 6leo de oliva (100 mg) foram pesadas em tubos de 15 mL,
adicionadas de 100 pL do padréo interno 1,2-dipalmitato-3-MCPD-ds e 100 uL tert-butil metil
éter (Rota A e Rota B), e os dois frascos foram misturados até a completa dissolucdo das
amostras;

¢ [oi adicionado 200 pL da solucdo de metoxido de sodio e submetido a agitacao;

e O tempo de reacdo foi de 3,5 a 5,5 minutos, ocasionalmente agitando os frascos de reacao.

e A clivagem do ester foi finalizada ao se adicionar no frasco de reag&o:

Rota A: 600 pL solucéo de cloreto sddio acidificado;

Rota B: 600 pL solugdo de salina livre de cloreto acidificado;

¢ [oi adicionado em ambos os frascos 600 L de iso-hexano, e ap06s vigorosa agitacao, 0s
frascos foram deixados a temperatura ambiente por 5 minutos;

e Apo6s nova agitacdo a fase organica foi separada e o procedimento de extracao foi repetido
com 600 pL de iso-hexano para ambas as rotas;

¢ A fase aquosa foi extraida trés vezes com 600 pL da mistura de dietil éter/acetato de etila
(600 pL/mL dietil éter; 400 pL/mL acetato etila). O extrato organico foi adicionado a fase aquosa
com pequena quantidade de sulfato de sodio para remocéo da agua. Foram adicionados 20 pL do
reagente de derivatizacéo.

¢ Os extratos foram evaporados a secura usando nitrogénio e redissolvidos com 500 pL de
ISo-octano.

A figura 11 ilustra a marcha analitica para a analise do contaminante 3-MCPD e Glicidol

Figura 11 Marcha Analitica para analise do contaminante 3-MCPD e Glicidol
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Adicdo do padrao interno
a amostra de dleo
Clivagem dos ésteres
(Transesterificacado)
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Analise GC-MS
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Fonte: Hrncirik, 2011
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4.4. Analise das amostras

Ap0s a extracdo com o solvente as amostras de 6leo de canola e azeite de oliva foram
analisadas pelo GC-MS/MS. Foi usado Hélio como gas de arraste, com fluxo de 1.0 mL min-1.
A programacdo da temperatura foi 85 °C por 0.5 minutos, aumentada 6°C/min a 150°C,
novamente aumentada 12°C/min a 180°C, e finalmente & 280 °C com taxa 25°C/min e isoterma
final de 7 min em modo splitless. Todas as amostras foram analisadas no método MRM para
quantificacdo utilizando os ions 150/201 para o padrdo, e 147/198 para analito (AOCS 29c ,
2013).

As condi¢bes cromatogréficas foram as seguintes:

Para as injecOes realizadas, os parametros do instrumento foram:
Injetor: Frontal

Amostrador: Automatico

Tempo de Equilibrio do Forno: 0.5 min

Temperatura Maxima: 325C

Programacdo do Forno: 85 °C for 0.5 min, ap6s 6 °C/min até 150 °C por 0 min, entdo 12
°C/min até 180 °C por 0 min, entdo 25 °C/min até 280 °C por 7 min
Tempo total da Corrida: 24.833 min

Célula de colisdo QQQ EPC

Gas Hélio: 2.25 mL/min

Gas Nitrogénio: 1.5 mL/min

Velocidade da Limpeza do Solvente: 300 pL/min

Velocidade do Dispenser da Limpeza do Solvente: 6000 pL/min
Velocidade da Inje¢ao:6000 pL/min

Modo de Injecdo: Splitless
Thermal Aux 2 (MSD Transfer Line)
Programacdo da Temperatura do injetor: 280 °C

Presséo Vacuo: 9.6686 psi

4.5 Validacdo do método

O método de validacao utilizado se baseou no protocolo EURACHEM edicdo 2014 (The
Fitness for Purpose of Analytical Methods a Laboratory Guide to Method Validation and Related

Topics) e SANTE edicdo 2017 (Guidance document on analytical quality control and method
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validation procedures for pesticides residues analysis in food and feed) onde foram analisados
0s parametros recomendados por esta diretriz. As matrizes 6leo de soja, girassol, canola, palma
e milho foram consideradas similares quanto ao efeito matriz, sendo a canola escolhida para

validacéo, uma vez que é conhecido que a canola possui valores baixos destes contaminantes.

4.5.1 Limite de Deteccéo (LD)

O limite de deteccdo € determinado para estabelecer o limite inferior da faixa de operacao
pratica do método (EURACHEM, 2014).

Foi estabelecido através da analise da matriz branca sendo utilizado o 6leo de oliva virgem,
até o menor nivel detectavel. Recomenda-se que o LD seja de 2 a 3 vezes superior ao ruido da
linha de base (BRASIL, 2003). Recomenda-se que as analises para essa determinacao sejam
realizadas no minimo em 6 replicatas (EURACHEM, 2014). No presente trabalho foram
analisadas 20 replicatas.

4.5.2 Limite de Quantificacdo (LQ)

Foi estabelecido através da analise da matriz branca até o menor nivel determinado com
precisdo e exatiddo aceitaveis. Considera-se este limite quando for 10 vezes superior ao ruido da
linha de base (BRASIL, 2003). Outra abordagem é a utilizacdo de calcular o desvio padrdo das
analises e multiplicar por 10 utilizando a equac¢do LOQ = kg x s’0. Sendo s’g desvios padrao
usado para calcular LQ e kg usualmente é 10 (EURACHEM, 2014). Recomenda-se que as
analises para essa determinacdo sejam realizadas no minimo em 6 replicatas. No presente
trabalho foram analisadas 20 replicatas da matriz isenta dos contaminantes e 6 replicatas para 0s
padrdes. Também foi realizado ensaios utilizando o padrdo de 1,2-bis-palmitoester-3-MCPD e
glicidil estearato na concentracdo de 50 ug/kg para comprovar o limite experimental de
quantificacdo, utilizando o menor nivel da curva de calibracéo e realizando 6 replicatas para o

padréo de 1,2-bis-palmitoester-3-MCPD e glicidil estearato.

4.5.3 Linearidade

Linearidade do método, que corresponde ao intervalo das concentragcbes em que a
intensidade da resposta do detector é proporcional as concentragdes consideradas (CHASIN et.
al., 1998), foi realizado pela adic¢do de diferentes concentragdes (0,05, 0,1, 0,3,0,5, 0,8, 1,0 e 2,0,
3,0, 4,0, 5,0 e 10 mg/kg) do analito as amostras de azeite, abrangendo diversos pontos do
intervalo de faixa dindmica. Estas amostras, juntamente com o branco, foram analisadas em sete

replicatas. A linearidade é uma importante propriedade de métodos utilizados para fazer
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medi¢cdes numa faixa de concentracfes; a linearidade € a resposta a padrdes puros e a amostras
(SANTE, 2017).

A linearidade de um método pode ser observada pelo grafico dos resultados dos ensaios em
funcdo da concentracdo do analito e verificada a partir da equacdo da regresséo linear,
determinada pelo método dos minimos quadrados. Para tal, deve ser verificada a auséncia de
valores discrepantes para cada nivel de concentracdo e a homocedasticidade dos dados, antes de
fazer a regressdo linear. A sensibilidade € a inclina¢do da curva analitica. (INMETRO,2003).

Foi também avaliado a anélise de residuos decorrentes dos ajustes da curva analitica, sendo
um conjunto de técnicas utilizadas para investigar a adequabilidade de um modelo de regressao,
sendo que a analise de grafico de residuos permite detectar problemas no ajuste da curva. as
suposi¢cdes do modelo ajustado precisam ser validadas para que os resultados sejam confiaveis.
O gréfico de anélise de residuos também permite observar o0 comportamento das variancias em

uma curva de calibragdo com o aumento da concentragdo. (EURACHEM, 2014).

4.5.4 Curva de Calibracao

Uma vez definida a faixa de trabalho para o preparo da curva de calibragdo foram
adicionadas as solugdes-padrao de 1,2-dipalmitato-3-MCPD-ds, para se obter as concentragdes
desejadas. Tais amostras assim como o branco foram submetidas ao procedimento analitico
descrito no inicio da metodologia. Para cada bateria de amostras analisadas foi realizada uma
curva de calibracdo correspondente. Foi avaliada a presenca de possiveis valores aberrantes
através do teste de Grubbs (Miller, 1993). Com intuito de verificar a eficiéncia do modelo
proposto de regressao linear foi construido e analisado o grafico de residuos. O residuo foi
calculado através da diferenca do valor observado e o valor calculado através da equacéo da reta,

de regressao, para cada valor x. O teste de Grubbs consiste na equacéo:

Grubbs = < valor estranho — média >
desvio padrao

4.5.5 Precisdo do Método Analitico
A precisdo do método analitico corresponde ao parametro que avalia a proximidade entre
varias medidas efetuadas em uma mesma amostra. A medida de precisdo pode ser expressa
através do célculo do desvio padrdo e do coeficiente de variacdo, obtidos em condigdes
determinadas de repetibilidade e/ou reprodutibilidade (CHASIN et. al., 1998). A repetitividade
indica a variabilidade observada dentro do laboratério, por um curto periodo, usando o mesmo

operador, 0 mesmo equipamento, entre outros fatores. A precisdo pode ser estimada dentro de
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um laboratorio ou por estudos Inter laboratoriais. O desvio padrdo da reprodutibilidade Inter
laboratorial para um método especifico s6 pode ser estimado diretamente atraves de estudos Inter
laboratoriais. Ele mostra a variabilidade obtida quando diferentes laboratérios analisam a mesma
amostra. A precisdo intermediéria corresponde a variacao de resultados observados quando um
ou mais fatores, tais como tempo, equipamento e operador, variam dentro do laboratério; séo
obtidos valores diferentes dependendo de quais fatores sdo mantidos constantes. Estimativas da
precisdo intermediaria sdo geralmente determinadas dentro dos laboratérios, mas também pode
ser determinada através de estudos Inter laboratoriais. A preciséo observada de um procedimento
analitico € um componente essencial da incerteza total, e deve ser determinado por combinacéo
de variancias individuais ou pelo estudo do método completo de operacdo (EURACHEM, 2014).
No ensaio de preciséo foi realizado 6 replicatas nas seguintes concentragdes utilizando azeite
como matriz em trés niveis diferentes: 0.05 mg/kg, 1.0 mg/kg e 5.0 mg/kg para validacdo para o
composto 3-MCPD utilizando o padrdo de 1,2-bis-palmitoester-3-MCPD. Para o Glicidol foi
utilizado o padréo de glicidil estearato nos niveis 0.05, e 5.0 mg/kg.
Segundo a SANTE (2017), os valores sao aceitos se obedecerem aos critérios de 70 a 120%

de recuperacdo e £20% de variacdo entre os resultados.

4.5.6 Exatidao

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados
em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro (RIBANI et. al,
2004), sendo sempre verificada dentro de certos limites ou faixas de aceitacdo, determinados
pelas concentragdes estudadas, podendo ser valores estreitos em niveis de concentracdo elevados
e mais amplos em niveis de tracos. A exatidao pode ser calculada a partir da analise de amostras
de referéncia, de comparacdo entre métodos e de estudos de recuperacdo. Para o presente estudo,
foram realizados estudos de recuperacdo, em 6 replicatas e em trés niveis de concentragdes
diferentes.

A exatidao foi estudada a partir dos mesmos dados obtidos para o ensaio de preciséo
sendo os valores de aceitagdo entre 70 e 120% de recuperacdo, com DPR (Desvio-padrao
Relativo, ou RSD — Relative Standard Deviation). Segundo a SANTE (2017), os resultados acima

de 120% podem ser aceitos, se 0s mesmos apresentarem boa preciséo (dentro do limite de £20%).

4.5.7 Seletividade
A seletividade foi estudada atraves da injecdo de amostras brancas: 6leo bruto de canola
e girassol; 6leo degomado para soja; azeite de oliva de oliva e realizado a comparagdo com 0s
picos cromatogréaficos do analito e através da avaliacdo das rela¢fes sinal/ruido. Foi também
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realizada fortificagdo nas matrizes de amostras de canola, girassol, algodao, soja, solvente e
palma adicionando o padrdo 1,2-dipalmitato-3-MCPD-ds e posteriormente realizado a
recuperacdo dos mesmos e avaliado com base nos valores de aceitagéo entre 70 e 120% de
recuperacdo, com DPR (Desvio-padrdo Relativo, ou RSD — Relative Standard Deviation).
Segundo a SANTE (2017), os resultados acima de 120% podem ser aceitos, se 0S mesmos

apresentarem boa precisdo (dentro do limite de +20%)

4.5.8 Robustez

Segundo o INMETRO (2003), a robustez de um método mede a sensibilidade que este
apresenta frente a pequenas variagfes. Diz-se que um método é robusto quando ele ndo ¢ afetado
por uma modificacdo pequena e deliberada em seus parametros (Ribani et. al., 2004).

A robustez permite ndo somente avaliar este parametro no método, mas também
demonstrar a influéncia de cada parametro analitico nos resultados (Cezar & Pianetti, 2009).

Para avaliar a robustez no presente método, foram selecionados trés parametros,
realizados em quatro ensaios, independentes entre si e susceptiveis de influenciarem os resultados
das determinac@es: o0 volume do derivatizante entre 10 e 30 pL e tempo de reacdo do tratamento
alcalino, onde foi variado entre 3.5 e 5.5 minutos. E finalmente variou-se o tempo de extracdo de
5 e 10 min com iso-hexano. Foram avaliados a fixacdo dos valores nominais e alternativos para
quantificacdo dos desvios dos fatores em relacdo aos valores prescritos. A amostra utilizada nos
ensaios de robustez foi a de referéncia FAPAS 2649 com valor conhecido de 3-MCPD na faixa
de: 1,13 2,09 mg/kg. Representa-se normalmente o valor nominal por “1” e o valor alternativo
por “-1” (RELACRE, 2000). A Tabela 6 apresenta o plano de ensaio tipico experimental de

robustez.

Tabela 6. Quadro Tipico para Plano de Ensaio de Robustez

A B C Rei
19 Ensaio 1 1 1 RE1
2°Ensaio 1 -1 -1 RE2
3°Ensaio -1 1 -1 RE3
4°Ensaio -1 -1 1 RE4
RA RB RC

Onde:

Rel= resultado obtido pela combinacéo do ensaio i;

A,B,C = fatores em analise (valor nominal/valor alternativo)
Ri = (A,B,C) = efeitos de cada fator
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A = Volume do derivatizante, onde (1) =10 uL e (-1) =30 pL
B = Tempo de reacdo do tratamento alcalino, onde (1) = 3.5 mine (-1) = 5.5 min

C = Tempo de extracdo com iso-hexano, onde (1) =5 min e (-1) = 10 min

Com o intuito de avaliar os resultados obtidos foi realizado o teste de variancia (ANOVA)
onde foi utilizado o teste de hipotese F, sendo que a estatistica do teste F segue uma distribuicéao
F, com c-1 graus de liberdade (gl), correspondente a média quadrados de (MQ) no numerador e
n-c graus de liberdade correspondente a média de quadrados no denominador. Para um dado
nivel de significancia, a, a hipotese nula € rejeitada, se a estatistica do teste F calculada for maior
que o valor critico da causa superior, a partir da distribuicdo F, tendo c-1 graus de liberdade, no
numerador e n-c graus de liberdade no denominador, sendo ilustrado na figura 12.

Figura 12. llustracdo Gréfica do Teste F

1-0

R 2

Regido de Nao Rejeicdo Regido de Rejeicdo

pd

» Valor Critico Fs
5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Validagdo do Método
5.1.1 Limite de Deteccédo e Quantificacdo
Como mencionado no item materiais e métodos, este estudo utilizou a matriz branca de

Azeite de Oliva para avaliacdo do limite de deteccdo e quantificagdo. Os resultados encontrados

sdo apresentados na tabela 7.

Tabela 7: Valores obtidos durante a avaliacdo do Limite de Deteccdo e Quantificagédo para
3-MCPD e Glicidol

Matriz Branca = Oleo de Oliva Virgem 3-MCPD el (1)
Numero de Replicatas (na/kg) Ha/xg
1 85 7

2 44 55




53

3 47 45
4 78 18
) 92 1
6 77 21
7 89 5
8 72 25
9 66 37
10 77 22
11 92 0
12 75 18
13 53 30
14 94 1
15 75 20
16 76 24
17 84 13
18 81 16
19 76 26
20 83 9
Média (ug/kg ) 75.8 19.7
Desvio Padréo (pg/kg) 14.1 14.5
Limite de Detecgéo - LD ( (ug/kg) 42.4 43.5
Limite de Quantificacdo - LQ ( (ng/kg) 141 145

Observa-se na tabela 7 que foram realizadas vinte repeticdes da matriz branca para 0s
contaminantes 3-MCPD e glicidol, e considerando trés vezes o desvio padrdo (EURACHEM,
2014) para o 3-MCPD, foi estabelecido o limite de detec¢do — LD - de 42,4 pg/kg, e para o
glicidol, considerando trés vezes o desvio padrdo, foi estabelecido o limite de deteccdo de 43,5
Hg/kg.

Para a determinacdo do limite de quantificacdo foi considerado 10 vezes o desvio padrédo
(EURACHEM, 2014) estabelecendo o valor de 141 ug kg, e de 145 ug/kg, respectivamente,
como os limites de quantificagdo para o 3-MCPD e para o Glicidol. Para esta determinagdo foram

considerados os resultados obtidos através do sinal/ruido.
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Entretanto, com o intuito calcular o valor experimental do limite de quantificacdo foram
realizados ensaios de 6 replicatas utilizando o padrdo 1,2-bis-palmitoester-3-MCPD, na

concentracéo de 50 pg/kg, onde os resultados séo apresentados na tabela 8.

Tabela 8: Resultados analiticos da concentracao de padrao 1,2-bis-palmitoester-3-MCPD na

concentragéo de 50 pg/kg

Padréo Area Padréo Relacéo Padrao Desvio

Interno Interno/Padréo Padréo

LQ 50 replicata-1 38719 0,018 0,00133
LQ 50 replicata-2 22266 0,020
LQ 50 replicata-3 17682 0,021
LQ 50 replicata-4 18000 0,019
LQ 50 replicata-5 57387 0,018
LQ 50 replicata-6 88577 0,020

Assim, a tabela 8 indica que foram realizadas 6 repeticdes do padréo de 1,2-bis-palmitoester-
3-MCPD e considerando trés vezes o desvio padrdo 1,2-bis-palmitoester-3-MCPD
(EURACHEM, 2014) para 0 3-MCPD.

Os valores calculados do LD e LQ foram uma estimativa do que pode ser atingido pelo
equipamento através dos calculos indicados na tabela 8. Foi adotado o valor de 50 pg/kg como
valor experimental de LQ para o componente 3-MCPD uma vez que o valor 50 pg/kg foi o menor
valor obtido com precisdo adequada através da curva de calibracéo.

O mesmo foi realizado para o padrdo de glicidil estearato na concentracdo de 50 pg/ kg, em

6 replicatas cujos resultados sdo apresentados na tabela 9:

Tabela 9: Resultados analiticos da concentracdo de padrao glicidil estearato na concentragdo
de 50 pg kg

Padréo Valores Desvio Padrao
Obtidos
LQ _ 50 0,043 0,002412
replicata-1
LQ S0 0,046
replicata-2
LQ 50
replicata-3 0,041
LQ 50
replicata-4 0,040
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LQ >0 0,042
replicata-5
LQ 50 0,047
replicata-6

Assim, a tabela 9 indica que foram realizadas 6 repeti¢cGes do padréo de glicidil estearato e
estabelecendo o desvio padrdo entre as replicatas 1 e 2 (EURACHEM, 2014) para este analito.

Desta forma foram estabelecidos os limites de detec¢do - LD (3-MCPD: 42,4 ug/kg;
Glicidol: 43,5 pg/kg) e limites de quantificacdo - LQ (3-MCPD: 50.0 pg/kg; Glicidol: 50 pg/kg)
comparaveis com estudos anteriores realizados e encontrados na literatura (Arisseto et. al., 2014),
neste estudo o autor obteve o limite de quantificacdo onde o método foi validado com 50 pg/kg
LD e 100 pg/kg. Vale ressaltar que a metodologia utilizada pelo autor difere da metodologia
utilizada, sendo esta uma metodologia indireta com conversao acida para 0s compostos de
interesse do presente estudo, onde foi utilizada a conversao alcalina.

Entretanto, os resultados encontrados neste estudo apresentaram valores maiores quando
comparados com estudos realizados por outros autores, como na validacdo realizada por
Kuhmann, 2011, o limite de deteccdo para Glicidol foi 25 pg/kg. Na validacgdo, realizada por
Kuhman, 2011, o autor utilizou a metodologia de clivagem alcalina de ésteres, sendo a mesma
clivagem utilizada no presente trabalho, porém os compostos de interesse da validacdo proposta
pelo autor sdo a formacao dos compostos 2-MCPD, 3-MCPD e Glicidol, a qual difere do presente
trabalho.

Wenzl et. al., 2015 validaram o método usando PBA internamente para 3- e 2-MCPD, e
usando amostras de biscoitos, batata, cereais, pdo, carne e peixe e encontrando boa correlacao
com os resultados das amostras analisadas com HFBI. Neste caso o LQ foi de 15 e 10 pg/kg para
formas livres do 3-MCPD e 2-MCPD, respectivamente. O LQ do glicidol liberado dos ésteres
em base 06leos foi de 30 pg/kg, resultados menores quando comparado com 0s encontrados no

presente trabalho cujo LQ é de de 50 pg/kg para glicidol.

5.1.2 Linearidade e Curva de Calibracao

A curva de calibracéo foi realizada nas concentragdes 0,05, 0,1, 0,3, 0,5, 1,0 e 2,0, 4,0, 5,0
e 10 mg/kg do padréo 1,2-bis-palmitoester-3-MCPD. A tabela 10 apresenta os dados obtidos da
area do padréo 1,2-bis-palmitoester-3-MCPD através da utilizagao do padréo interno (dipalmitato
d5-3-MCPD).

Tabela 10: Curva de calibracédo dos niveis 0,05, 0,1, 0,3, 0,5, 1,0 e 2,0, 4,0, 5,0 e 10 mg/kg
do padréo 1,2-bis-palmitoester-3-MCPD.
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Média
Concentracoes Desvio Recuperacgéo
Padroes mg kg Resultados Padréo (%)

0,05 0,05 0,047 0,074 85,2
0,1 0,1 0,099133 0,095281 99,133
0,3 0,3 0,292757 0,047996 102,472
0,5 0,5 0,493886 0,075827 98,777
0,8 0,8 0,8082 0,04687 101,025

1 1 1,159729 0,345629 115,973

2 2 2,01075 0,068498 100,538

3 3 2,898814 0,165686 96,627

4 4 4,191186 0,387773 104,780

5 5 5,001 0,186188 100,010
10 10 10,01 0,067 100,3

A figura 13 ilustra a curva de calibracdo do padrdo 1,2-bis-palmitoester-3-MCPD, com
linearidade adequada (0 — 10,0mg kg*, r?, = 0,9991), pois a resposta da curva foi linear

obedecendo a equacdo y = 0,3382x — 0,0224.

Figura 13: Curva de calibragdo relativa aos teores com variagio de 0 — 10 mg kg™ do padréo
1,2-bis-palmitoester-3-MCPD
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No gréafico de analise de residuos ilustrado na figura 14, observa-se uma distribuicéo
aleatdria em torno da linha da reta confirmando a linearidade do método. De acordo com a analise

de residuos apresentaram o comportamento homocedastico e normalmente distribuido.

Figura 14: Analise de residuos obtidos através da curva de calibracao
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Na validagdo realizada por Kuhmann, 2011, o autor obteve uma linearidade de r? >0.999

com faixa de trabalho de 0,1 a 5,7 mg/kg. No método validado no presente trabalho, os resultados

obtidos nos ensaios da curva de calibracdo e linearidade demonstraram que este é capaz de

expressar resultados com boa linearidade (0 - 10.0mg kg, r?, = 0,9991). Os resultados obtidos

nos ensaios de recuperacdo obedeceram aos critérios de 70 a 120% de recuperacao, e £20% de

variacdo entre os resultados de acordo com SANTE (2017).

5.1.3 Precisao
5.1.3.1 3-MCPD

O ensaio de preciséo foi realizado em 6 replicatas nas concentragfes 0.05, 1.0 e 5.0 mg/kg

do padrdo 1,2-bis-palmitoester-3-MCPD utilizando azeite de oliva. Os resultados sao

apresentados na tabela 11.

Tabela 11: Ensaio de Preciséo nas concentragdes 0,05, 1,0 e 5,0 mg/kg para 3-MCPD

Amostras Replicata Replicata Replicata Replicata Replicata Replicata
1 2 3 4 5 6
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Nivel Baixo 0,057 0,058 0,061 0,049 0,056 0,061
Dial
Nivel Baixo 0,063 0,069 0,070 0,064 0,063 0,067
Dia 2
Nivel Baixo 0,067 0,066 0,054 0,062 0,059 0,064
Dia 3
Nivel 1,040 1,035 1,103 1,075 1,099 1,087
Meédio
Dial




58

Nivel 1,097

Médio
Dia 2

1,090

1,140

1,140

1,136

1,121

Nivel 1,097

Médio
Dia3

1,087

1,151

1,161

1,148

1,142

Nivel Alto 5,101

Dial

5,022

5,206

5,238

5,319

5,278

Nivel Alto 5,452

Dia 2

5,529

5,499

5,560

5,409

5,327

Nivel Alto 5,471

Dia3

5,383

5,656

5,636

5,728

5,701

Um resumo dos resultados de ensaio de precisdo e precisdo intermediaria sdo indicados na

tabela 12

Tabela 12: Ensaio da Repetibilidade e Reprodutividade Intermediaria para 3-MCPD

- Reprodutibilidade
Replicatas Média Repetibilidade Intermediéria
(mg/kg) DPR Cv DPR CVv
[%0] (iR) [%0]
18 0,06 0,005 7,43 0,01 9,87
18 1,11 0,023 2,08 0,04 3,15
18 5,52 0,104 1,88 0,23 4,12

DPR = Desvio Padrao

CV = Coeficiente de Variacao

Os resultados obtidos para o composto 3-MCPD nos niveis 0,05, 1,0 e 5,0 mg/kg para 3-

MCPD, sendo 7,43, 2,08 e 1,88 atenderam respectivamente a variagao de 20% entre os resultados

para repetibilidade. Na reprodutibilidade intermediaria os resultados obtidos para o composto 3-
MCPD nos niveis 0.05, 1,0 e 5,0 mg/kg para 3-MCPD, foram 9,87, 3,15 e 4,12 e atenderam

respectivamente a variagdo de 20% entre os resultados.

5.1.3.2 Glicidol

O ensaio de preciséo foi realizado em 6 replicatas nas concentragdes 0.05 e 5.0 mg/kg do

padréo de glicidol utilizando azeite de oliva como matriz e os resultados séo apresentados na

tabela 13, sendo que a tabela 14 apresenta o resumo da precisdo do método utilizado na analise

do Glicidol.




Tabela 13: Taxa de Recuperacao da fortificagdo com 0,05 e 5,0 mg/kg de Glicidol
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Amostras Repli Replica Replica Replica Replica Replicat
cata ta2 ta3 ta 4 tas ab
1 (mg/kg (mg/kg (mg/kg (mg/kg (mg/kg)
(mg/ ) ) ) )
kg)
Nivel 0,04 0,046 0,041 0,040 0,042 0,047
Baixo Dia 3
1
Nivel 0,04 0,043 0,043 0,041 0,042 0,047
Baixo — 1
Dia 2
Nivel 5,27 5.230 5,236 5,410 5,411 5,385
Alto — 4
Dia 1
Nivel 5,08 5,221 5,070 5,089 5,264 5,092
Alto — 8
Dia 2

Tabela 14: Ensaio de Precisdo do composto Glicidol

- Reprodutibilidade
Replicatas Média e Intermediéria

P (mg/kg) PR CV DPR CV
[%0] (iR) [%0]

18 0,043 0,00241 56 0,00 5.9

2 3
18 5,2308 0,1268 2,42 O,E(;O 2,6
18 5,52 0,104 1,88 0,23 4,12

DPR = Desvio Padrao

CV = Coeficiente de Variacdo

Os resultados obtidos para o glicidol nos niveis 0,05 e 5,0 mg/kg, de 5,6% e 2,42 %

GE e valores similares para batata fritas.

atenderam respectivamente a variagdo de 20% para repetibilidade. Em reprodutibilidade
intermediaria os resultados obtidos nos niveis 0,05 e 5,0 mg/kg p-MCPD, foram 5,9, € 2,6 % e
atenderam respectivamente a variacdo de 20% entre os resultados. Os dados obtidos no presente
trabalho, sdo, portanto, compativeis para o ensaio de precisdo. Wenzl et. al. (2015) encontrou
valores de 5-15% para 6leo fortificado com 50 pg/kg ésteres de acido graxo de 3- e 2-MCPD e




5.1.4 Exatidao
5.1.4.1 3-MCPD

Os resultados do ensaio de exatidao realizado em 6 replicatas nas concentrag6es 0,05 mg/kg,

1,0 mg/kg e 5,0 mg/kg utilizando azeite sdo apresentados na tabela 15.

Tabela 15: Resultado da Exatiddo do método utilizado, para as concentracdes 0,05 mg/kg,

1,0 mg/kg e 5,0 mg/kg para 3-MCPD
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Replicata | Replicata | Replicata | Replicata | Replicata | Replicata Desvio | Recuper
Amostras 1 2 3 4 5 6 Média |PadrdoD | acdo
(mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) PR (%)
Nivel
Baixo 0,057 0,058 0,061 0,049 0,056 0,061 0,00442
Dia 1l 0,057 7 114
Nivel
Baixo 0,063 0,069 0,07 0,064 0,063 0,067 0,00309
Dia 2 0,066 8 132
Nivel
Baixo 0,067 0,066 0,054 0,062 0,059 0,064 0,00485
Dia 3 0,062 8 124
Nivel
Médio | 1,0400 | 1,0350 | 1,1030 | 1,0750 | 1,0990 | 1,0870 | 1,0731 | 0,02935 | 107,316
Dia 1 67 6 7
Nivel
Médio— | 1,0970 | 1,0900 | 1,1400 | 1,1400 | 1,1360 | 1,1210 | 1,1206 | 0,02228 | 112,066
Dia 2 67 6 7
Nivel
Médio | 1,0970 | 1,0870 | 1,1510 | 1,1610 | 1,1480 | 1,1420
Dia 3 1,131 | 0,03099 | 113,1
Nivel
Alto- | 5,1010 | 5,0220 | 5,2060 | 5,2380 | 5,3190 | 5,2780 0,11224
Dia 1 5,194 4 103,88
Nivel
Alto—- | 5,4520 | 55290 | 5,4990 | 5,5600 | 5,4090 | 5,3270 |5,4626 | 0,08554 | 109,253
Dia 2 67 9 3
Nivel
Alto—- | 5,4710 | 5,3830 | 5,6560 | 5,6360 | 5,7280 | 5,7010 |5,5958 | 0,13758 | 111,916
Dia 3 33 1 7

Os resultados obtidos na recuperagdo para 0 composto 3-MCPD atenderam ao critério de 70
a 120%. Entretanto no nivel 0,05 mg/kg, os valores ultrapassaram 120%. Ainda assim, de acordo

com SANTE, 2017 valores de exatiddo eventualmente podem ultrapassar o limite de 120% desde
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gue mantenham a preciséo, desta forma, considera-se que o método atendeu aos requisitos de
exatid&o.

5.1.4.2 Glicidol
Os resultados do ensaio de exatiddo, para o glicidol, realizado em 6 replicatas nas

concentracdes 0,05 e 5,0 mg/kg utilizando o azeite de oliva como matriz séo apresentados na
tabela 16.

Tabela 16: Resultados obtidos na avalia¢do da Exatiddo do Composto Glicidol

Amostras Média Desvio | Recuperacd | Coeficiente de
Padrao 0 (%) variagdo CV

DPR (%)

Nivel Baixo — 86,33 1,62
Dia 1l 0,043167 | 2,651159

Nivel Baixo — 85,66 1,70
Dia 2 0,042833 | 2,518619

Nivel Alto — Dia 106,48 4,16
1 5,324333 | 0,126877

Nivel Alto — Dia 102,74 6,1
2 5,137333 | 0,08295

Como pode ser observado na tabela 16 os valores de exatiddo e CV do glicidol atenderam o
critério da SANTE (2017), uma vez que apresentou variacdo de 70 a 120% de recuperacao, e

+20% de variacdo entre os resultados.

Em outra abordagem visando avaliar a exatiddo, o padréo de referéncia FAPAS foi analisado
em 2 dias consecutivos em 6 replicatas, sendo que o mesmo apresenta o valor conhecido de 3-

MCPD na faixa de 1,13 — 2,09 mg/kg. Os resultados sdo apresentados na tabela 17.

Tabela 17: Anéalise do Padrdo de Referéncia FAPAS, com valor conhecido de 3-MCPD na
faixa de 1,13 — 2,09 mg/kg, realizado em 2 dias consecutivos em 6 replicatas
3-MCPD

Amostras Replicatas Média | Desvio | Coeficiente | Recuperagdo
1 2 3 4 5 6 Padréo de (%)
DPR | Variacdo
CV %
Fapas Dial | 1,702 | 1,627 | 1,641 [ 1,579 | 1,701 | 1,704 1,56 0,05 3,11 96,9
(mg/Kg)
FapasDia2 | 1,349 | 1,467 | 1,442 | 1,398 | 1,516 | 1,591 1,461 | 0,08 5,87 98

(mg/Kg)
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A tabela 18 apresenta os resultados das analises do Padrao de Referéncia FAPAS para glicidol,

realizadas em 2 dias consecutivos, em 6 replicatas

Tabela 18: Resultados das analises do Padréo de Referéncia FAPAS para glicidol, realizadas

em 2 dias consecutivos, em 6 replicatas

Glicidol
Amostras Replicatas Média | Desvio | Coeficiente | Recuperacdo
1 2 3 4 5 6 Padréo de (%)
DPR Variagédo
CV (%)
Fapas | 0,375 0,360 | 0,373 | 0,330 | 0,346 | 0,377 | 0,3602 | 0,018 52 120
Dial
(mg/Kg)
Fapas |0,371 0,383 0,378 | 0,302 | 0,325 | 0,370 | 0,3548 | 0,033 9,34 118
Dia 2
(mg/Kg)

Os valores de recuperagéo e CV, tanto para 0 3-MCPD quanto para o glicidol, obedecem aos

critérios de 70 a 120% de recuperacdo, e +20% de variagdo entre os resultados, preconizados por

SANTE (2017).

5.1.5 Seletividade

Na seletividade foram utilizados os 6leos de canola bruto, soja degomada, girassol

degomada, e azeite. As analises foram realizadas, em duplicata. Nos tempos de retengdo 11,2

min £ 0,3 min., ndo foram encontrados os picos referentes aos compostos 3- MCPD e glicidol.

A figura 15 iustra um exemplo destes resultados, para o éleo de girassol bruto.

Figura 15. llustragdo cromatogréfica do Oleo de girassol bruto nos tempos de retencéo 11,2

min. = 0,3 min.

Duplicata 1
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Atabela 19 apresenta os resultados dos ensaios de recuperacdo das matrizes 6leo de algodao,
6leo de canola, 6leo de girassol, 6leo de milho, 6leo de palma, 6leo de soja e solvente fortificado
com padrdo 1,2-dipalmitato-3-MCPD-d5

Tabela 19: Ensaios de Recuperagdo das matrizes 6leo de algodao, 6leo de canola, 6leo de
girassol, 6leo de milho, éleo de palma, 6leo de soja e solvente fortificado com padréo 1,2-
dipalmitato-3-MCPD-d5

Amostras | Replicata 1 | Replicata 2 Amostra Amostra Recuperacd | Recuperacédo
(mg/kg) (mg/kg) Fortificada Fortificada o replicata replicata 2
(mg/kg) (mg/kg) 1(%) (%)
Oleo  de 0,1022 0,1035 1,3001 1,3001 109,90 109,78
algodao
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Oleo de 0,0544 0,0537 1,1662 1,1511 102,00 100,68
canola

Oleo  de 0,1889 0,1941 1,2855 1,3279 100,60 104,02
girasol

Oleo  de 0,1061 0,1123 1,1961 1,2026 100,00 100,03
Milho

Oleo  de 0,2330 0,2465 1,3460 1,3328 102,11 99,66
palma

Oleo  de 0,4848 0,4795 1,6515 1,7748 107,03 118,83
soja

Solvente 0,0178 0,0169 0,5641 0,5498 100,24 97,78

De acordo com o ensaio de recuperacdo realizado nos diferentes 6leos de algodao, canola,
de girassol, milho, palma e soja, observa-se que ndo ha efeito da matriz, e atende aos critérios de
70 a 120% de recuperacdo e £20% de variacao entre os resultados (SANTE, 2017). Desta forma,
e possivel se construir curvas de calibracdo a partir do solvente, facilitando a avaliacdo das

amostras.

5.1.6 Robustez

Os 4 ensaios de robustez foram realizados utilizando a amostra de referéncia FAPAS com
valor conhecido de 3-MCPD na faixa de: 1,13 — 2,09 mg/kg, e os resultados obtidos sdo
apresentados na tabela 20.

Tabela 20: Resultados analiticos da robustez, para o composto 3-MCPD.

Ensaios Replicata 1 Replicata 2

1° Ensaio 1,5208 1,5294
2°Ensaio 1,5223 1,5023
3°Ensaio 1,5259 1,5361
4°Ensaio 1,5605 1,5643

Na andlise estatistica utilizou-se o teste ANOVA para verificar a igualdade dos resultados.

Os resultados s@o apresentados na tabela 21.

Tabela 21: Teste ANOVA utilizado nos ensaios de robustez para o0 composto 3-MCPD
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Grupo Soma Média Variancia
10 189,075 94,538 0,142
Ensaio
2°Ensaio 189,378 94,689 0,784
3%Ensaio 189,429 94,714 0,199
4°Ensaio 191,030 95,515 0,027
ANOVA
Variagédo SQ Gl MQ F Valor F critico
Entre 1,167 3 0,389 1,351 0,577 6,591
grupos
Dentro dos 1,152 0,288
grupos
Total 2,319

SQ = Soma dos quadrados

gl = grau de liberdade
MQ = Média Quadratica

F Teste= variancia entre as amostras/ variancia dentro das amostras

Valor P = Valor conclusivo se a recuperacao diferente significativamente do 100% (p

<0,05), com um nivel de confianca de 95%

F Critico = Valor Critico

Os resultados apresentados na tabela 21 indicam que os dados de recuperacdo obtidos sdo

estatiscamente iguais (F< F critico) pois o valor obtido do F foi igual 1,351 e o valor F critico é

6,591. Desta forma o valor do F foi menor que o F critico, o que sugere que 0 método apresentou

a robustez requerida.

5.2 RESULTADOS ANALITICOS PARA 3-MPCD E GLICIDOL

Apos a validagdo as amostras foram submetidas ao método de ensaio e seus resultados

analiticos foram avaliados. As concentragdes das 368 amostras apresentaram resultados para 3-

MCPD com valores médios entre 203 a 1205 pg/kg e para o glicidol de 163 a 2683 pg/kg onde

foi observado o elevado desvio padrdo entre as amostras analisadas. A tabela 22 apresenta limites

analiticos do 3-MCPD e Glicidol nas amostras de 6leos vegetais analisados em pg/kg, onde

indica os valores médios, mediana, desvio padréo encontrados entre os resultados.




Tabela 22: Limites Analiticos do 3-MCPD e Glicidol nas amostras de 6leos vegetais

analisados em(jg/kg)

Amost N = Média
ra 3-
MCPD
e DPR
Oleo 76 285+
de 258
Canola
Oleo 30 203%
de 90
Soja
Oleo 33 1205
de 544
Palma
Oleo 10 220+
de 60
palmis
te
Oleina 50 336+
de 83
palma
Oleo 48 238+
de 65
Milho
Oleo 70 264+
de 40
Algod
do
Oleo 51 251+
de 119
Girass
ol

Mini
mo 3-
MCP
D
85
100

260

140

220

100

100
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N = NUmero de Amostras

DPR = Desvio Padrao

Méxi
mo 3-
MCP
D
1650
423

2547

350

560

420

400

470

Media

na 3-

MCP
D

867,5

261,5

1403,

5

245

390

260

250

271,5

Média
Glicido
le DPR

208

161

204 +
103

2683 *
896

608 *
325
211 +
149

408 +
260

173 +
77

151 +
110

Mini
mo
Glici
dol

2

1600

117

42

14

Maéxi
mo
Glicid
ol
1198
455

5260

1164

586

1082

561

559

Mediana
Glicidol

Ha/kg

600

230,5

3430

640,5

294

562

280,5

286,5

A tabela 23 apresenta o percentual de distribui¢do dos resultados analiticos do 3-MCPD

e Glicidol nas amostras de 0leos vegetais analisados em pg/kg, onde indica os percentuais
de resultados até de 200, 500, 1650 pg/kg para 3-MCPD e 200, 500, 1000 pg/kg para

Glicidol
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Tabela 23: Percentual de Distribuicdo dos Resultados Analiticos do 3-MCPD e

Glicidol nas amostras de 0leos vegetais analisados em(ug/kg)

Amostra N | % % % % % %
Resultad | Resultad | Resulta | Resultad | Resulta | Resultados
05s<200 | 0s<500 |dos< 05 <200 | dos< >1000
3-MCPD | 3-MCPD | 1650 3- | Glicidol | 500 Glicidol
ug kg ug kg MCPD | ug kg Glicido | ug kg

Mg kg I ug kg

Oleo de 76 | 43,42 48,68 5,26 60,53 36,84 2,63
Canola

Oleo de 30 |53,33 43,33 0,00 46,67 50,00 0,00
Soja

Oleo de 33 |[3,03 3,03 93,94 100,00
Palma

Oleo de 48 | 16,67 83,33 0 22,92 45,83 31,25
Milho

Oleo de 70 |21,43 78,57 91,43 7,14 1,43

Algodao

Oleo de 51 | 90,20 9,80 98,04 1,96

Girassol

A figura 16, ilustra a distribuicdo do percentual dos resultados analiticos dos compostos
3-MCPD

Figura 16 Distribuicdo do percentual de resultados analiticos do 3-MCPD e Glicidol
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A figura 16 ilustra a distribuicdo em percentual dos resultados do 3-MCPD e Glicidol
dos dleos, em relacdo ao 6leo de palma os resultados estdo elevados, sendo que 93% dos
resultados do composto de 3-MCPD sé&o inferiores a 1650 pg/kg e superiores a 1000
pg/kg para Glicidol, sendo compativeis com os dados da literatura que demonstram que
0 Oleo de palma apresentam resultados superiores para estes compostos em relacdo as
demais matrizes.

Para o 6leo de algodao e girassol, o alto percentual (91,4 e 98,04 %) respectivamente
apresenta valores inferiores a 200 pg/kg para o glicidol, indicando resultados compativeis
com a literatura.

Constata-se que nas analises do 0Oleo de milho 83,3% dos resultados de 3-
MCPD s&o inferiores a 500 pg/kg.

As figuras 17 e 18 ilustram, respectivamente, os resultados médios em pg/kg de 3-

MCPD e de glicidol obtidos nas 368 amostras analisadas.

Figura 17 — Resultados Médios (ug/kg) de 3-MCPD obtidos das 368 amostras analisadas

Resultados Médios de 3-MCPD
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Na figura 17 estdo ilustrados os valores médios para o0 composto 3-MCPD obtidos no

presente estudo, indicando que o 6leo de palma apresenta valores médios maiores que as
demais matrizes.
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Figura 18 — Resultados Médios de Glicidol (png/kg) obtidos das 368 amostras analisadas
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Na figura 18 estdo ilustrados os valores médios para o composto glicidol obtidos no
presente estudo, indicando que o 6leo de palma apresenta valores médios maiores que as
demais matrizes.

Nas figuras 19 e 20 observam-se, respectivamente, os resultados representativos de

valores minimos e méximos do 3-MCPD, e do glicidol.

Figura 19 llustracdo de Valores Minimos e Maximos do 3-MCPD

Valores Minimos e Maximos analiticos do 3-
MCPD
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Na figura 19 ilustra a faixa entre 0 minimo e maximo do composto 3-MCPD, ilustrando

que o Gleo de palma apresenta a maior variagao entre os resultados analiticos.



Figura 20 llustracdo de Valores Minimos e Maximos do glicidol
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Na figura 20 ilustra a faixa entre 0 minimo e maximo do composto glicidol, ilustrando
que o Oleo de palma apresenta a maior variacdo entre os resultados analiticos obtidos no
presente trabalho

Os resultados encontrados no presente trabalho se contrapdem aos encontrados por
Arisseto et. al., 2014 que avaliou 97 amostras de 6leos vegetais e gorduras do mercado
brasileiro utilizando a metodologia desenvolvida pela autora, a qual se baseia na metanolise
acida de 16 horas e gque detectou no 6leo de soja valores de 1190 pg/kg, aproximadamente 5
vezes 0 valor obtido no presente trabalho, que foi de 203 pg/kg. Ainda por estes mesmos
autores, na matriz 6leo de milho, foi encontrado o valor de 1120 pg/kg para o composto 3-
MCPD, enquanto que no presente trabalho o valor encontrado foi de 238 pg/kg sendo
aproximadamente 5 vezes menor. Para o 6leo de palma, o valor médio foi de 1205 pg/kg
obtido no presente trabalho, demostrando também uma reducdo de aproximadamente 3 vezes
guando comparado com o valor encontrado de 3870 pg/kg (Arisseto et al, 2014). Estes
autores ndo analisaram a presenca de Glicidol nas amostras.

Em estudo realizado na Pol6nia, (Jedrkiewicz, 2016), utilizando a metodologia do
pesquisador Kuhlmann a qual se baseia na AOCS 29a utilizando metandlise alcalina, o valor
obtido para 6leo de canola e 6leo de girassol foi de 260 a 300 pg/kg para o composto 3-
MCPD, sendo, portanto, resultados similares aos encontrados no presente trabalho. No 6leo
de milho o resultado encontrado foi de inferior ao limite de deteccdo (10 pg/kg), sendo que

0 mesmo difere do resultado encontrado no presente trabalho, cujo valor obtido foi de 238
Ha/kg.
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Kuhlmann, 2011, na Alemanha encontrou resultados de 100 a 600 pg/kg do composto
Glicidol para o 6leo de soja e 100 a 500 pg/kg para o composto 3-MCPD utilizando a
metodologia AOCS 29a a qual consiste na anélise direta do 3-MCPD e Glicidol através da
cromatografia gasosa GC-MS/MS. No presente trabalho foram obtidos resultados similares,
ou seja de 204 pg/kg para 6leo de soja para o composto Glicidol e 203 pg/kg para 0 composto
3-MCPD. No caso do glicidol, também detectou no 6leo de palma resultados entre 300 a
18000 pg/kg e para 3-MCPD os valores entre 1100 a 10000 pg/kg, sendo que no presente
trabalho os valores encontrados ficaram entre 1600 a 5260 pg/kg para o Glicidol e entre 260
a 2547 ug/kg para 3-MCPD. Ainda no caso do Glicidol, no 6leo de canola, Kuhlmann,
encontrou valores de 100 a 300 pg/kg e para 3-MCPD de 100 a 1000 pg/kg, enquanto no
presente trabalho, para o Glicidol os resultados tiveram uma variagéo de 2 a 1198 pg/kg e
para 3-MCPD entre 85 a 1650 pg/kg, No mesmo trabalho, o autor também avaliou na matriz
6leo de girassol, e encontrou para o Glicidol valores de 100 a 400 pg/kg e para 3-MCPD
100 a 2100 pg/kg e no presente trabalho os valores obtidos para 0 composto glicidol ficaram
entre 14 a 559 pg/kg e para 3-MCPD entre 73 a 470 ug/kg. Para o glicidol os resultados
foram similares, entretanto para o 3-MCPD os resultados do presente trabalho apresentaram
menor variabilidade. Finalmente no mesmo trabalho o autor avaliou a matriz 6leo de milho
onde foi obtido o resultado 700 pg/kg para o composto glicidol e para o composto 3-MCPD
o resultado foi de 200 pg/kg e no presente trabalho os resultados para glicidol ficaram entre
42 a 1082 pg/kg e para 3-MCPD o valor entre 100 a 420 pg/kg, sendo que neste Gltimo os
resultados apresentaram maior variabilidade para a matriz de 6leo de milho.

Em relacdo as metodologias analiticas ainda ndo ha um padrdo estabelecido na
determinacdo de 3-MCPD e glicidol, desta forma ha diferentes limites sensibilidade,
especificidade e exatiddao entre elas, sugerindo uma complexidade nas comparagfes dos
resultados analiticos. Weisshaar (2008) demonstrou que o procedimento de
transesterificacdo acida incorreta pode produzir altos niveis de ésteres de 3-MCPD
comparados com o procedimento de transesterificacdo com metoxido de sédio\metanol. Esta
constatacédo foi devido a formacéo adicional de 3-MCPD sob condicGes acidas. Entretanto,
as constataces anteriomente determinadas quando o 3-MCPD livre é liberado por
transesterificagéo por catalise alcalina, a presenca de glicidol e cloreto pode resultar na super
estimacdo de éster 3-MCPD em dleos testados (Kuhlmann 2008; Hrncirik et al. 2011). Por
outro lado, Hrncirik et. al.(2011) demonstrou que, devido a degradacdo irreversivel do
Glicidol durante a transesterificacdo acida, a conversao subsequente do 3-MCPD provou ser

impossivel. Posteriomente sugere a razdo pela melhor robustez e seletividade da
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transterificacdo &cida. Entretando, estudos utilizando o equipamento NMR (Nuclear
Magnetic Resonance) indica conversdo bidirecional entre Glicidol e 3-MCPD com
transesterificagéo alcalina (Kaze et. al 2011). Portanto foi detectado que 37% da massa do
3-MCPD foi convertida em glicidol durante a etapa de derivatizacdo na etapa A, enquanto
>70% da massa do Glicidol foi convertida em 3-MCPD. Adicionalmente, a reagédo
incompleta da abertura do anel epdxido do glicidol e seus ésteres de (aproximadamente 90%)
pode ser observada pelo tratamento &cido na opgdo B. Desta forma o 3-MCPD e seus ésteres
sdo determinados e formados a partir de acilglicerols e substancias relacionadas a cloretos
durante o pré-tratamento acido, o qual interferm na exatidao da determinacéo dos ésteres de
3-MCPD. Os resultados obtidos levam a uma subestimacéo dos teores de glicidol em 6leos

quando o método indireto é utilizado. (Cheng et al, 2017).

5.3 AVALIAQAO DO RISCO PARA 3-MCPD E GLICIDOL

No processo de caracterizacdo da exposicdo, foi realizada uma pesquisa dos dados da
ingestdo diaria de 6leos vegetais comestiveis em banco de dados oficiais, porem néo foi
encontrada informacdo especifica. No relatério do POF — Pesquisa de Orgcamentos
Familiares, do IBGE — Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, de 2008 e 20009,
disponibiliza para consulta a aquisicdo dos diferentes tipos de éleos, bem como o consumo
total dos 6leos e gorduras da populacdo brasileira. Ambos os dados, tanto de aquisi¢do, como
d consumo foram utilizados para avaliacdo da exposicdo. Com o objetivo do refinamento
dos dados foi também utilizado o o aplicativo desenvolvido pelo ILSI, 2015 referente ao
consumo de 6leos pela populacdo brasileira. Devido ao alto desvio padrdo dos resultados
analiticos a avaliacdo da exposicao foi realizada considerando a mediana dos dados obtidos

e 0 pior cenério.

Para construcdo do pior cenario foi utilizado o maior resultado analitico apresentado
no alimento e o maior consumo diario entre os valores de aquisi¢do, consumo e ILSI dos
Oleos vegetais. Desta forma foi possivel demonstrar a pior condicdo da avaliagdo da

exposicao.

Em relagéo ao Brasil, a tabela 24 apresenta as médias de consumo dos alimentos
considerando a avaliacdo de exposicdo baseadas na Pesquisa de Orgcamento Familiar dos
dados refinados publicados (I1LSI1,2015).

Tabela 24: Média de consumo dos alimentos considerando a avaliacdo de exposicao

baseadas na Pesquisa de Or¢camento Familiar (ILSI,2015)
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Alimento | Alimento Regido de Metodologia 1 Metodologia 2
Consumid Maior Consumo per Consumo per
0 (na CONSUMo capita Dié_rio capita Dié_rio Total
Total (g/dia) (g/dia)
formain
natura)
Oleo de Sul 0,0011 0,0006
Canola
Oleo de | Margarina Sudeste 6,9295 6,4736
soja — 0Oleo de
soja
Oleo de | Margarina Sudeste 0,0807 0,0923
S0)2 | folhada —
soja
Oleo de | Margarina Sudeste 0,1587 0,12
s0ja light —
soja
Oleode | Gordura Sudeste 0,3215 0,3301
soja de soja
Oleode | Oleode Sudeste 31,0568 29,6514
soja soja
Oleode | Oleode Sudeste 0,1517 0,1596
s0ja soja para
fritar
Oleo de Oleo Sudeste 0,0045 0,0029
_soja
Oleo de Azeite Nordeste 0,0044 -
Palma dendé
Oleo de Azeite Nordeste 0,1182 0,0143
Palma | dendé para
fritar
Oleo de Palma Nordeste 0,1554 0,1133
Palma
Oleode | Oleode Nordeste 0,0374 0,0238
Milho

milho
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Oleo de Nordeste 0,0071 0,004
Algodéo

Oleode | Oleode Sul 0,00058 0,00071
Girassol Girassol
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Para a obtencdo dos valores estimados de ingestdo diaria para 0os compostos 3-MCPD e

glicidol, foram utilizados os consumos médios diarios dos 6leos e relacionados com os resultados

analiticos obtidos com as medianas das 368 amostras analisadas. Foi utilizado como base, o0s

valores de TDI para 3-MCPD (2 pug/kg p.c) descritos na tabela 25.

Tabela 25: Valores Estimados de Ingestdo obtidos através de resultados Analiticos para 3-

MCPD
Alimento Valores Valores Valores Valores Valores % TDI
TDI pa/kg p.c. Ha/kg p.c. Ha/kg p.c. pa/kg p.c. Pior
3MCPD 3-MCPD 3-MCPD 3-MCPD 3-MCPD Cenario
Mg/kg p.c. Mediana POF Mediana Mediana Pior cenério
Aquisicdo POF ILSI
Consumo
Oleo de 2 0,075 0,028 0,1655 0,27 13,35
soja
Oleo de 2 0,00172 0,029 0,000032 0,0451 2,25
Girassol
Oleo de 2 0,002458 0,095 0,00010 0,1815 9
canola
Oleo de 2 0,0014 0,0286 0,00016 0,0462 2,3
Milho
Oleo de 2 0,007 0,15 0,0065 0,28 14
palma
Oleo de 2 0,0013 0,0275 0,0000295 0,044 2,2
algodéo

A figura 21 ilustra o percentual da TDI atraves da avaliacdo de risco para composto 3-MCPD,

sendo que 6leo de soja apresenta 13,35% (0,27 pg/kg p.c.), o 6leo de canola apresenta 9% (0,18

ug/kg p.c.), o 6leo de palma apresenta 14 % (0,28 pg/kg p.c), o 6leo de milho apresenta 2.3 %

(0,0462 pg/kg p.c.), o 6leo de algoddo e 6leo de girassol apresenta 2,2 % (0,04 pg/kg p.c) do

valor da TDI (2 pg/kg p.c.),
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Figura 21: Percentual da TDI através da avaliacdo de risco para composto 3-MCPD
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Na avaliacdo do risco realizada para o contaminante 3-MCPD foi possivel detectar que o
6leo de soja possui o percentual de 13,35% ( 0,27 pg/kg pc), ou seja a ingestdo encontra-se
abaixo do TDI que é de 2ug/kg pc. Em estudo anterior realizado no Brasil por Arisseto, 2013,
estes autores constataram a exposicdo ao composto 3-MCPD com a variacdo entre 0,06 a 0,51
pg/kg p.c./dia considerando médios e grandes consumidores de diversos alimentos, porém o
estudo ndo contemplou os Oleos vegetais comestiveis. Desta forma ndo foi possivel realizar a
comparacéo entre os resultados destes autores e o presente trabalho, pois as matrizes diferem.

Na avaliagdo do risco realizado em o6leos vegetais na China ( Li et. al., 2015) ndo foi
especificado o tipo de 6leo consumido pela populacdo, porém foram avaliadas faixas etarias e
género onde foi possivel avaliar a média de consumo entre criangas (7-10 anos do género
feminino foi de 1.17 pg/kg peso corpéreo e para o masculino 1.15 pg/kg peso corporeo), pre-
adolescentes (11-13 anos - feminino 0.77 pg/kg peso corporeo e masculino 0.77 ug/kg peso
corporeo), adolescentes (14-17 anos - feminino 0.73 pg/kg peso corpéreo e masculino 0.64
pg/kg peso corpéreo), adultos (18-49 anos - feminino 0.63 pg/kg peso corporeo e masculino
0.89 pg/kg peso corporeo) e idosos (acima de 50 anos - feminino 0.62 pg/kg peso corporeo e
masculino 0.60 pg/kg peso corpéreo) evidenciando que ndo houve um aumento do risco na
populagéo chinesa associado ao composto 3-MCPD. Este estudo apresentou resultados maiores

da exposicdo ao composto comparado com o valor apresentado no presente trabalho, porém a
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POF néo estratifica as faixas etarias, ndo sendo possivel a comparacao da avaliacdo de exposi¢édo
entre as faixas etarias. Entretanto os resultados sé@o inferiores a TDI, sugerindo consumo seguro
para a populagéo brasileira.

A avaliacdo do risco realizada para 6leos vegetais na Espanha (Custodio-Mendonza et. al.,
2018) encontrou o valor médio de ingestao diaria entre 0.12 a 0.23 pg/kg por dia de 6leo refinado
de oliva e 0.25 pg/kg 6leo de girassol, sendo valor similar ou menor quando comparado ao resto
da Europa, e inferior ao TDI de 2 pg/kg p.c. estabelecido pela EFSA,2016. Os valores obtidos
no presente trabalho se assemelham aos resultados encontrados para o éleo de girassol (0.014
Mg/kg ), pois os valores estdo abaixo da TDI (2 pg/kg p.c.), sugerindo consumo seguro deste
oleo.

As anélises de risco dos 0Oleos de algoddo, milho e palma, realizadas no presente trabalho,
indicam o consumo seguro destas commaodities. N&o foram encontrados na literatura cientifica
estudos associados a avaliagdo do risco destes 6leos vegetais comestiveis.

Dando continuidade ao trabalho de avaliacdo do risco, foi utilizado como base os valores de
TDI para Glicidol (1000 pg/kg p.c) , onde foi utilizado a mediana (devido ao alto desvio padréo)
e utilizando os dados da POF para aquisi¢do, consumo e os dados refinados do ILSI, 2015,

descritos na tabela 26.

Tabela 26 - Valores Estimados de Ingestdo obtidos através de resultados Analiticos para
Glicidol

Alimento Valores Valores Valores Valores Valores % TDI
TDI ua/kg p.c. ug/kg p.c. ug/kg p.c. pa/kg p.c. Pior
Glicidol Glicidol Glicidol Glicidol Glicidol Cenério
Mg/kg p.c. Mediana POF Mediana PO | Mediana Pior cenario
Aquisicéo F Consumo ILSI
Oleo de 1000 0,066 0,0253 0,14 0,288 0,028
soja
Oleo de 1000 0,0018 0,031 0,000033 0,03 0,003
Girassol
Oleo de 1000 0,0017 0,066 0,00007 0,13 0,013
canola
Oleo de 1000 0,003 0,061 0,0003 0,11 0,011
Milho
Oleo de 1000 0,018 0,37 0,032 0,57 0,057
palma
Oleo de 1000 0,0014 0,030 0,000033 0,061 0,006
algodéo
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A figura 22 ilustra o percentual da TDI através da avaliacdo do risco para composto Glicidol,
onde descreve que o 6leo de soja, utilizando o pior cenério indica o consumo de 0,028%
(0,288 ng/kg p.c/dia.) do valor da TDI, 6leo de girassol de 0,003 % (0,03 pug/kg p.c/dia.), 6leo
de canola de de 0,013 % (0,13 pg/kg p.c/dia.), dleo de milho de de 0,011 % (0,11 pg/kg
p.c/dia.), 6leo de algodédo de 0,006 % (0,061 ug/kg p.c/dia.), e 6leo de palma 0,006% (0,061
ug/kg p.c.) do valor da TDI que é de 1000 ug/kg p.c.

Figura 22. Percentual da TDI através da avaliacdo do risco para o composto Glicidol
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Os teores de Glicidol observados para o Glicidol para o 6leo de soja foi de 0,066 pg/kg p.c.,
utilizando a mediana e dados de aquisicdo da POF, posteriormente usando os dados de consumo
da POF os resultados foram de 0,0253 ng/kg p.c e utilizando os dados refinados do ILSI, o valor
foi de 0,14 pg/kg p.c/dia. Assim sim, utilizando o pior cenério para 6leo de soja o valor foi de
0,288 ng/kg p.c/dia. Para o 6leo de palma o valor foi de 0,018 pg/kg p.c/dia utilizando a mediana
e dados de aquisi¢cdo da POF, posteriormente usando os dados de consumo da POF os resultados
foram de 0,37 pg/kg p.c e utilizando os dados refinados do ILSI, o valor foi de 0,032 ng/kg
p.c/dia. Assim sim, utilizando o pior cenério para 6leo de palma o valor foi de 0,57 pg/kg p.c/dia.
Para o 6leo de girassol o valor foi de 0,0018 ug/kg p.c/dia utilizando a mediana e dados de
aquisicdo da POF, posteriormente usando os dados de consumo da POF os resultados foram de
0,031 pg/kg p.c e utilizando os dados refinados do ILSI, o valor foi de 0,0003 pg/kg p.c/dia.
Assim sim, utilizando o pior cenério para 6leo de girassol o valor foi de 0,03 ug/kg p.c/dia. Para

0 6leo de canola o valor foi de 0,0017 pg/kg p.c/dia utilizando a mediana e dados de aquisi¢céo
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da POF, posteriormente usando os dados de consumo da POF os resultados foram de 0,066 pg/kg
p.c e utilizando os dados refinados do ILSI, o valor foi de 0,00007 ug/kg p.c/dia. Para o 6leo de
girassol, utilizando o pior cenério, o valor foi de 0,13 pg/kg p.c/dia. Para o dleo de milho o valor
foi de 0,003 pg/kg p.c/dia utilizando a mediana e dados de aquisi¢do da POF, posteriormente
usando os dados de consumo da POF os resultados foram de 0,061 pg/kg p.c e utilizando os
dados refinados do ILSI, o valor foi de 0,0003 pg/kg p.c/dia. Assim, utilizando o pior cenario
para 6leo de milho o valor foi de 0,11 ug/kg p.c/dia. Finalmente para o 6leo de algodéo o valor
foi de 0,0014 pg/kg p.c/dia utilizando a mediana e dados de aquisi¢do da POF, posteriormente
usando os dados de consumo da POF os resultados foram de 0,03 pg/kg p.c e utilizando os dados
refinados do ILSI, o valor foi de 0,0003 ng/kg p.c/dia. Assim, utilizando o pior cenario para 6leo
de milho o valor foi de 0,061 ug/kg p.c/dia. Desta forma, os dados de exposi¢do baseando-se na
Ingestdo Diéria Toleravel de 1000 pg/kg p.c sugere o consumo seguro dos 6leos vegetais pela
populacdo brasileira. Vale ressaltar que foi ndo foi possivel encontrar na literatura valores

disponiveis da avaliacdo do risco do composto Glicidol.
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. CONCLUSOES

O método padronizado mostrou-se aplicavel a extracdo, detec¢do e quantificacdo dos
compostos 3-MCPD e Glicidol propostos para as matrizes de 6leos vegetais comestiveis.
Néo foi observado efeito matriz, sendo que o desenvolvimento dos parametros
instrumentais dos ensaios se mostrou eficaz.

A validacdo do método permitiu analisar os compostos 3-MCPD e Glicidol na faixa de
trabalho necessaria, com o desempenho adequado para estabelecer um possivel programa
de monitoramento das matrizes propostas, garantindo a seguranca da producédo de 6leos
vegetais comestiveis em relacdo a exposicdo dos compostos 3-MCPD e Glicidol.

As concentracdes das amostras analisadas (368 amostras) apresentaram resultados para
3-MCPD com valores médios entre 203 a 1205 pg/kg.

O Glicidol, porém, apresentou desvio padrdo elevado entre as amostras, com valores de
2 a 1198 ug/kg, com variacdo mais acentuada para o 6leo de palma entre 1600 a 5260
Ha/kg.

Na avaliacdo do risco realizada para o composto 3-MCPD observou-se que mesmo
utilizando o pior cenario de exposicdo considerando os valores analiticos e consumo, 0s
resultados da avaliagdo da exposi¢éo foi 0,27 pg/kg pc/dia resultando em 13,35 % da TDI
estabelecida para o 6leo de soja, 0 qual é o 6leo vegetal que representa 72% do total de
aquisicao de 0Oleos vegetais no Brasil. Portanto os resultados sugerem o consumo seguro
para a populacéo brasileira.

Na avaliacdo de risco realizada para o composto glicidol foi possivel detectar que o 6leo
de soja mesmo na situacao de pior cenario de exposi¢do e consumo possui 0 percentual
de 0,028% e dleo de palma de 0,057 % do valor utilizado como Ingestdo Diaria Toleréavel
(1000ug), na auséncia de valores toxicoldgicos disponiveis, foi utilizado o limite maximo
regulatério da Comunidade Europeia, sugerindo assim, o consumo seguro deste 6leo

quanto a um possivel risco quimico para os consumidores.
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. RECOMENDAGCOES

No Brasil ndo ha legislacdo aplicavel para os contaminantes 3-MCPD e Glicidol, bem
como nenhum programa de monitoramento implementando, como pode ser encontrado,
por exemplo, para alguns contaminantes em alimentos, como praguicidas, metais, drogas
veterindrias, entre outros. Assim, seria importante a insercdo destes compostos nestes
programas de monitoramento.

Outro ponto importante a ser considerado € que estes compostos sdo formados no
processo de producdo do 6leo vegetal e hd poucos estudos estabelecendo a correlacéo,
parametros e precursores necessarios para sua formacdo, bem como a remocao dos
mesmos no processo. Desta forma, torna-se necessario que sejam realizados estudos
focados na formacdo destes compostos, bem como na prevencdo, remocdo e
regulamentacdo dos mesmos.

Recomenda-se também a realizacao de estudos nos produtos industrializados que utilizam
Oleos vegetais na fritura, pois ha aquecimento no processo e ainda ndo esta claramente
elucidado o impacto deste aquecimento sobre a formacéo de compostos de 3-MCPD e
Glicidol. Outro fator relevante é a reutilizacdo exacerbada destes dleos de fritura, sendo
também recomendado a realizacdo de estudos em 6leos reutilizados para avaliagdo do
impacto na formacéo dos compostos 3-MCPD e glicidol.

Recomenda-se também a realizacdo de estudos para comparacdo de resultados atraves
das inumeros métodos analiticos disponives afim de garantir a comparabilidade dos

resultados.
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9. ANEXOS

9.1 Resultados analiticos de 3-MCPD e Glicidol das amostras analisados contendo data de

producao, rastreabilidade, ordem carregamento e tipo de matriz

Ester 3 Ester 3- Ester
Rastreabilidade Orgem L. LAY M,CPD * Glicidil
do tanaue U Comentarios (ng/kg 3- Ester (ng/kg
9 & MCPD Glicidil  Glicidol
livre) (ng/kg) livre)
Oleo de
05.04.2018 94G 1291 Canola/ 140 390 2
Rapessed Qil
19.03.2018 94X 1429 Oleo Milho 220 270 42
Oleo de
09.01.2018 TK 1925A Canola / 299 314 13
Rapessed Qil
27.03.2018 94X 1251 Oleo Milho 260 320 50
03.05.2018 94X 1470 Oleo Milho 210 290 67
10.05.2018 94X 1509 Oleo Milho 250 350 84
Oleo de
02.04.2018 94G 1269 Canola / 180 220 34
Rapessed Oil
01.12.2017 16L 01.12.2017 O'€inaPaima 250 500 2
Refinado




06.05.2018

01.10.2017

15.04.2018

29.07.2018

17.04.2018

05.02.2018

16.06.2018

02.03.2018

30.03.2018

01.03.2018

94X

94X

6403

16P

94p

6403

94G

TK 1925A

16Q

5901L

1486

2401

1359

1377

969

7809

300317

20912

Oleo Milho

Oleo Milho

Oleo de soja
Refinado

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo de
Canola /
Rapessed Oil

Oleo de soja
Refinado

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

210

275

100

1721

250

180

360

176

750

250

101

320 92
394 100
107 6
3631.000 1600
330 67
268 74
440 67
258 69
2710 1642
240 -8



03.09.2018

15.06.2018

12.09.2018

12.05.2018

07.02.2018

28.10.2017

01.06.2018

22.06.2018

11.06.2018

24.06.2018

94H

94H

94G

94p

94G

16L

94H

94H

94H

6403

8233

7800

8274

1523

980

28.10.2017

7756

7842

1693

1771

Oleo Milho

Oleo Milho

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo de
Canola /
Rapessed Oil

Oleo de
Canola /
Rapessed Oil

Oleina Palma
Refinado

Oleo Milho

Oleo Milho

Oleo Milho

Oleo de soja
Refinado

280

100

200

300

170

280

100

420

100

100

420

250

290

400

276

640

250

610

320

198

102

117

126

75

84

89

126

159

184

82



05.01.2018

13.09.2018

08.09.2018

30.04.2018

24.06.2018

04.10.2017

19.12.2017

04.05.2018

10.02.2018

22.08.2018

94G

94G

94G

94p

6403

16L

5901L

16Q

94p

94G

1298

2295

8258

1492

1773

04.10.2017

20852

040517

1018

2132

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo de
Canola/
Rapessed QOil

Oleo de
Canola /
Rapessed Qil

Oleo de soja
Refinado

Oleina Palma
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo de
Canola /
Rapessed Oil

Oleo de
Canola /
Rapessed QOil

147

190

220

280

100

280

270

1130

189

100

255

300

330

390

200

650

270

3120

302

220

103

90

92

92

92

84

1667

95

101



08.02.2018

23.02.2018

27.09.2018

08.09.2018

01.03.2018

07.08.2018

19.09.2018

04.01.2018

27.07.2018

TK 1925A

TK 1925A

94p

6403

16P

94G

16P

TK 94P

16P

2376

8092017

8092

794

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo de
Canola /
Rapessed Oil

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo Girassol

Oleo de
Palma
Refinado

94

85

274

302

1010

220

2370

73

1744

219

214

403

327

3377

350

4774.000

193

4260.000

104

105

108

108

21

1982

109

2013

101

2107



15.04.2018

23.07.2018

10.08.2018

24.07.2018

25.02.2018

16.01.2018

23.07.2018

28.03.2018

28.07.2018

947 1370

16P

16P

16P

16P

TK 94P 866

16P

6403 280317

16P

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo Girassol

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo de
Palma
Refinado

258

1621

1550

1694

2090

87

1429

250

1747

105

300 35

4147.000 2116

4170.000 2194

4331.000 2208

4730 2211

170 70

4124.000 2257

300 42

4477.000 2286



09.02.2018

24.12.2017

02.01.2018

01.07.2018

24.06.2018

22.06.2018

10.02.2018

21.10.2017

31.07.2018

10.04.2018

6403

6403

6403

6403

94H

94H

5901L

16L

94G

94X

Oleo de soja
962 Refinado
Oleo de soja
743 Refinado
Oleo de soja
775 Refinado
Oleo de soja
1807 Refinado
7864 Oleo Milho
1693 Oleo Milho
Oleo Algod3o
14316 Refinado
Oleina Palma
21.10.2017 Refinado
Oleo de
8063 Canola /
Rapessed Oil
1331 Oleo Milho

206

126

201

100

220

100

310

270

220

260

322

252

334

240

460

380

360

650

350

550

106

97

106

111

117

201

235

42

109

243



28.12.2017

10.02.2018

07.12.2017

24.11.2017

21.07.2018

25.03.2018

15.04.2018

17.01.2018

17.12.2017

17.01.2018

21.03.2018

TK 94P

5901L

TK 94P

16L

16P

16Q

947

5901L

TK 94P

5901H

5901A

765

14916

678

24.11.2017

250517

1372

14807

5004

14807

21138

Oleo Girassol

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Girassol

Oleina Palma
Refinado

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Girassol

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

89

310

90

270

1291

620

269

220

99

220

240

167

360

194

670

4024.000

3430

320

280

176

280

300

107

65

42

87

2289

2353

43

50

64

50

50



19.11.2017

13.04.2018

15.12.2017

13.12.2017

05.09.2018

06.08.2018

10.03.2018

27.07.2018

23.03.2018

29.11.2017

20.05.2018

10.12.2017

01.03.2018

TK 94P

947

16L

16L

l6L

16L

16L

16L

16L

TK 94P

94N

TK 94P

5901L

550

1364

15.12.2017

13.12.2017

5092017

06/08/2017

10032017

27072017

23032017

613

1563

694

14615

Oleo Girassol

Oleo Algod3o
Refinado

Oleina Palma
Refinado

Oleina Palma
Refinado

Oleina Palma
Refinado

Oleina Palma
Refinado

Oleina Palma
Refinado

Oleina Palma
Refinado

Oleina Palma
Refinado

Oleo Girassol

Oleo Girassol

Oleo Girassol

Oleo Algodao
Refinado

100

260

300

300

510

440

320

460

260

102

103

107

250

196

320

720

740

530

510

440

580

390

215

316

192

330

108

80

50

17

59

101

101

109

95

178

71

67



10.06.2018

30.11.2017

26.02.2018

22.02.2018

08.04.2018

13.06.2018

16.11.2017

09.01.2018

18.05.2018

18.05.2018

6403

5901L

947

947

5901L

94G

TK 94P

94N

94N

94N

10062017

20795

1496

1478

21200

7786

591

819

1542

1542

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo Girassol

Oleo Girassol

Oleo Girassol

108

250

330

300

223

380

108

110

110

110

194

340

420

400

330

510

204

240

330

330

109

72

75

75

84

90

109

80

109

184

184



22.08.2018

04.10.2017

30.03.2018

05.09.2018

08.04.2018

15.05.2018

17.02.2018

02.02.2018

21.07.2018

21.09.2018

12.05.2018

94G

94X

16Q

94p

5901L

6404

TK 94P

TK 94P

TQ 16E

TQ 16E

94N

2131

2423

300317

2229

21200

150517

1055

953

27072018

21092018

1520

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo Milho

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo Milho

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Girassol

Oleo Girassol

Oleo de
palmiste

Oleo de
palmiste

Oleo Girassol

117

301

650

187

223

150

112

123

220

250

170

250

602

3460

495

330

265

206

240

360

670

370

110

111

252

2353

258

90

96

79

98

117

352

168



12.05.2018

01.04.2018

11.09.2018

20.07.2018

27.07.2018

01.06.2018

28.06.2018

10.04.2018

30.04.2018

30.07.2018

25.09.2018

94N

94L

TQ 16E

16P

TQ 16E

TQ 16E

TQ 16E

94N

6403

6403

94X

1520

1283

11092018

1062018

28062018

1338

300417

30072017

2369

Oleo Girassol

Oleo de
girassol
Refinado

Oleo de
palmiste

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo de
palmiste

Oleo de
palmiste

Oleo de
palmiste

Oleo Girassol

Oleo Algod3o

Refinado

Oleo Algod3o

Refinado

Oleo Milho

170

190

210

1153

210

140

140

225

270

120

246

370

207

720

4021.000

760

740

750

280

400

253

576

111

168

14

427

2402

461

503

511

46

109

111

276



25.03.2018

22.08.2018

16.05.2018

25.01.2018

25.01.2018

03.03.2018

09.01.2018

07.02.2018

15.04.2018

22.08.2018

16Q

94G

6405.00

5901L

5901L

16P

94p

94G

16P

94p

250317

2131

160517

20971

20971

819

982

150417

2068

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo de
Canola /
Rapessed Oil

590

117

158

300

300

830

107

177

990

100

3610

250

291

440

440

3992

243

315

4190

240

112

2529

111

111

117

117

2648

114

116

2680

117



11.08.2018

28.04.2018

28.04.2018

09.08.2018

07.12.2017

13.03.2018

03.10.2017

15.07.2018

01.04.2018

08.05.2018

6403

5901H

5901H

94p

TK 947

TK 1925A

94p

16P

94G

16P

11082017

21257

21257

2048

675

2389

15130

080517

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo de
Canola /
Rapessed Oil

Oleo de
girassol
Refinado

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo de
Canola /
Rapessed Oil

Oleo de
Palma
Refinado

100

228

228

100

240

97

277

1439

281

930

241

370

370

240

908

244

445

4747.000

450

4250

113

118

119

119

117

559

123

141

2770

142

2781



05.03.2018

21.04.2018

19.07.2018

18.12.2017

23.05.2018

08.03.2018

02.02.2018

18.11.2017

21.05.2018

16.04.2018

16P

94N

TQ 16E

94L

6403

6403

6403

94L

6403

94G

1408

21072018

5004

3496

080317

952

538

3493

1376

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo Girassol

Oleo de
palmiste

Oleo de
girassol
Refinado

Oleo Algod3o

Refinado

Oleo Algod3o

Refinado

Oleo de soja
Refinado

Oleo de
girassol
Refinado

Oleo Algod3o

Refinado

Oleo de
Canola /
Rapessed QOil

820

242

210

250

200

230

110

250

250

280

4230

272

1310

582

350

380

266

722

400

450

114

2856

25

921

278

126

126

131

395

126

142



08.02.2018

13.08.2018

28.05.2018

26.12.2017

05.01.2018

26.04.2018

08.04.2018

28.07.2018

21.06.2018

28.11.2017

94L

TQ 16E

6403

5901F

TK 1925A

16P

1925A

94p

94G

94L

998

13/08/2018

3528

14707

260417

15172

1982

7482

605

Oleo Milho

Oleo de
palmiste

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo de
Canola /
Rapessed Oil

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo de
Canola /
Rapessed Oil

Oleo de
girassol
Refinado

217

350

350

239

290

860

186

110

420

253

550

1560

500

390

463

4320

375

300

610

564

115

279

1013

126

126

145

2898

158

159

159

260



02.05.2018

10.09.2018

15.04.2018

22.12.2017

02.10.2017

25.04.2018

16.04.2018

01.12.2017

19.06.2018

19.07.2018

16P

16P

94N

5901F

94X

16Q

16Q

16L

94H

6403

020517

1369

14707

2404

250417

160417

1122017

7893

19072017

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo Girassol

Oleo Algod3o

Refinado

Oleo Milho

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo de
Palma
Refinado

Oleina Palma

Refinado

Oleo Milho

Oleo Algod3o

Refinado

840

2547

254

239

269

640

260

560

200

129

116

4480 3049

6235.000 3089

248 -5

390 126
610 286
4520 3250
4310 3392
690 109
560 302
281 127



27.07.2018

17.01.2018

25.08.2018

25.08.2018

14.11.2017

06.04.2018

03.02.2018

25.09.2018

21.05.2018

6403

5901C

94p

94p

94G

16P

6403

94H

6403

27072017

14807

2162

2162

8582

060417

30217

2370

3428

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Milho

Oleo Milho

Oleo de
Canola /
Rapessed Oil

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo Algod3o

Refinado

Oleo Milho

Oleo Algod3o
Refinado

119

194

215

215

810

610

400

251

220

272

350

620

620

1000

6150

560

663

390

117

128

131

339

339

159

4640

134

345

142



24.04.2018

12.03.2018

17.04.2018

02.08.2018

25.05.2018

20.05.2018

15.05.2018

21.03.2018

26.05.2018

21.03.2018

6403

16P

16P

94G

16Q

6403

6403

5901l

16P

59011

270417

170417

2007

250517

3490

3428

21138

260517

21138

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo de
Canola /
Rapessed Qil

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo de
Palma
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

220

1130

780

120

1343

280

300

236

1365

236

390

7073

7060

320

4018

450

470

410

4180

410

118

142

4977

5260

168

142

142

146

146



23.05.2018

25.02.2018

02.10.2017

29.03.2018

16.05.2018

02.09.2018

15.04.2018

03.09.2018

13.12.2017

13.12.2017

6403

6403

94G

94N

6403

16L

94z

94G

5901A

5901A

3490

250217

8371

1261

3477

02092017

1370

2217

14679

14679

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo Girassol

Oleo Algod3o
Refinado

Oleina Palma
Refinado

Oleo de
girassol
Refinado

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

260

340

190

258

290

220

258

160

225

225

440

520

390

275

480

360

300

380

420

420

119

151

151

168

14

159

117

35

184

163

163



06.03.2018

16.05.2018

30.11.2017

22.03.2018

21.01.2018

02.01.2018

11.05.2018

05.10.2017

11.08.2018

6403

6403

6403

94G

94L

6403

94G

94p

94H

060317

3476

625

9200

898

776

15280

2425

8113

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo de soja
Refinado

Oleo de
Canola /
Rapessed Qil

Oleo Milho

Oleo de soja
Refinado

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo Milho

210

260

114

220

229

175

266

339

250

410

460

287

440

679

372

489

564

710

120

168

168

145

184

377

165

187

188

385



24.08.2018

13.05.2018

22.09.2018

13.04.2018

26.12.2017

05.09.2018

21.01.2018

22.04.2018

22.04.2018

25.08.2018

6403

6403

6403

947

6403

94p

94L

5901C

5901C

94p

2148

3467

2346

1364

751

2230

900

21240

21240

2257

Oleo de soja
Refinado

Oleo Algod3o

Refinado

Oleo de soja
Refinado

Oleo de
girassol
Refinado

Oleo de soja

Refinado

Oleo Milho

Oleo Milho

Oleo Algod3o

Refinado

Oleo Algod3o

Refinado

Oleo Milho

120

320

300

260

171

200

246

175

175

132

320

520

500

320

382

664

765

380

380

658

121

168

168

168

50

177

389

435

172

172

441



06.02.2018

04.12.2017

14.07.2018

17.01.2018

12.03.2018

13.12.2017

13.12.2017

25.11.2017

08.01.2018

29.08.2018

94L

6403

6403

94L

6403

5901l

5901l

94L

6403

16L

970

658

1890

878

120317

14679

14679

590

813

29082017

Oleo Milho

Oleo de soja
Refinado

Oleo de soja
Refinado

Oleo Milho

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo de
girassol
Refinado

Oleo de soja
Refinado

Oleina Palma
Refinado

245

165

185

264

250

209

209

266

423

420

778

413

451

799

470

430

430

601

715

570

122

446

208

223

448

184

185

185

281

245

126



03.09.2018

26.09.2018

04.08.2018

15.04.2018

06.01.2018

13.09.2018

26.04.2018

26.04.2018

03.09.2018

94G

94H

94p

947

6403

6403

94p

94G

94p

2214

8337

2023

1372

800

2292

1435

15211

2220

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo Milho

Oleo de
Canola/
Rapessed QOil

Oleo de
girassol
Refinado

Oleo de soja
Refinado

Oleo de soja
Refinado

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

135

180

100

269

363

220

230

299

110

362

750

330

320

656

515

460

537

350

123

190

477

193

43

245

247

193

199

201



22.02.2018

06.10.2017

07.02.2018

30.01.2018

28.05.2018

11.01.2018

03.12.2017

10.02.2018

02.12.2017

06.11.2017

947

94H

6403

TK 6403

94Y

6403

6403

5901C

6403

16L

1478

8381

981

936

1604

842

646

14916

645

6112017

Oleo de
girassol
Refinado

Oleo Milho

Oleo de soja
Refinado

Oleo de soja
Refinado

Oleo de
girassol
Refinado

Oleo de soja
Refinado

Oleo de soja
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo de soja
Refinado

Oleina Palma
Refinado

300

200

254

249

320

308

126

207

138

490

400

770

555

569

580

631

450

430

469

640

124

84

477

252

268

218

271

271

187

277

126



10.02.2018

22.08.2018

23.02.2018

28.05.2018

26.02.2018

27.06.2018

23.02.2018

14.08.2018

04.05.2018

04.05.2018

06.05.2018

5901C

94H

5901C

94Y

94L

16L

5901C

16L

5901L

5901L

5901E

14916

8172

14944

1604

1496

27062017

14944

14/08/2017

21274

21274

21281

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Milho

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo de
girassol
Refinado

Oleo de
girassol
Refinado

Oleina Palma
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleina Palma
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

207

310

196

320

330

420

196

440

180

180

209

430

880

430

580

420

580

430

600

440

440

490

125

187

477

196

218

75

134

196

134

218

218

235



05.05.2018

05.05.2018

05.05.2018

06.05.2018

19.01.2018

08.03.2018

27.12.2017

21.08.2018

17.07.2018

13.11.2017

947

947

94L

5901E

6403

94X

6403

6403

94G

16L

1478

1478

1531

21281

885

1157

753

2338

7980

13112017

Oleo de
girassol
Refinado

Oleo de
girassol
Refinado

Oleo de
girassol
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo de soja
Refinado

Oleo Milho

Oleo de soja
Refinado

Oleo de soja
Refinado

Oleo de
Canola /
Rapessed Oil

Oleina Palma
Refinado

340

340

350

209

373

250

168

280

150

400

450

450

620

490

730

849

530

670

400

590

126

92

92

226

235

299

502

303

327

209

159



18.01.2018

28.11.2017

05.05.2018

20.07.2018

25.11.2017

21.05.2018

18.11.2017

24.11.2017

19.09.2018

05.05.2018

6403

947

94L

TQ 16E

947

94Y

94Y

6403

16L

94L

879

605

1531

590

1566

538

579

19092017

1539

Oleo de soja
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo de
girassol
Refinado

Oleo de
palmiste

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo de
girassol
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo de soja
Refinado

Oleina Palma
Refinado

Oleo de
girassol
Refinado

287

250

350

250

270

360

250

234

470

360

765

560

620

1640

600

531

720

777

660

590

127

400

260

226

1164

276

143

394

455

159

193



05.05.2018

07.12.2017

05.05.2018

09.06.2018

28.06.2018

29.10.2017

08.04.2018

23.12.2017

07.10.2017

22.01.2018

12.04.2018

25.03.2018

94L

947

94L

16L

94G

16L

16L

16L

16L

16L

94G

16L

1539

675

1501

09062017

7888

29102017

8042017

231216

7102017

22012017

1305

250317

Oleo de
girassol
Refinado

Oleo Algod3o
Refinado

Oleo de
girassol
Refinado

Oleina Palma
Refinado

Oleo de
Canola /
Rapessed Oil

Oleina Palma
Refinado

Oleina Palma
Refinado

Oleina Palma
Refinado

Oleina Palma
Refinado

Oleina Palma
Refinado

Oleo de
Canola /
Rapessed Oil

Oleina Palma
Refinado

360

240

380

260

150

440

280

310

450

400

220

280

590

910

650

470

400

650

500

560

700

670

470

600

128

193

561

226

176

209

176

184

209

209

226

209

268



18.08.2018

11.01.2018

01.08.2018

05.11.2017

05.05.2018

09.06.2018

13.02.2018

04.01.2018

20.05.2018

13.09.2018

19.04.2018

94G

le6L

94p

TK 1925A

94L

94G

16L

94G

16L

94p

1925A

8147

110117

1972

1501

1484

13022017

847

200517

2286

15187

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleina Palma
Refinado

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo de
Canola /
Rapessed Oil

Oleo de
girassol
Refinado

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleina Palma
Refinado

Oleo de
Canola /
Rapessed Oil

Oleina Palma
Refinado

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

450

300

100

284

380

100

370

380

330

265

158

710

620

370

560

650

380

690

660

660

550

449

129

218

268

226

231

226

235

268

235

276

239

244



20.05.2018

20.05.2018

12.09.2018

14.01.2018

20.05.2018

08.03.2018

19.02.2018

20.05.2018

06.11.2017

04.08.2018

24.12.2017

22.04.2018

leL

16L

94p

94G

l6L

94G

16L

16L

94G

94p

16L

1925A

200517

200517

2284

8864

200517

9135

190217

200517

8548

2020

24122017

15215

Oleina Palma
Refinado

Oleina Palma
Refinado

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo de
Canola /
Rapessed Oil

Oleina Palma
Refinado

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleina Palma
Refinado

Oleina Palma
Refinado

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleina Palma
Refinado

Oleo de
Canola /
Rapessed QOil

310

350

250

170

320

290

250

320

1650

550

320

296

650

710

550

480

690

620

630

700

1990

900

700

652

130

285

302

251

260

310

276

318

318

285

293

318

298



20.05.2018

16.02.2018

13.11.2017

20.05.2018

21.12.2017

13.11.2017

01.10.2017

25.04.2018

04.05.2018

06.01.2018

17.09.2018

l6L

94G

16L

leL

94L

94G

94p

94G

94L

16L

94H

200517

9030

131116

200517

732

8581

2402

15241

1476

6012017

8296

Oleina Palma
Refinado

Oleo de
Canola/
Rapessed QOil

Oleina Palma
Refinado

Oleina Palma
Refinado

Oleo Milho

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo Milho

Oleo de
Canola /
Rapessed Oil

Oleo de
girassol
Refinado

Oleina Palma
Refinado

Oleo Milho

290

200

290

300

179

1240

241

215

400

260

340

680

620

690

700

786

1660

878

645

720

696

1020

131

327

352

335

335

508

352

533

360

268

365

570



24.12.2017

04.05.2018

04.08.2018

27.02.2018

15.01.2018

03.12.2017

23.02.2018

26.07.2018

23.09.2018

07.03.2018

18.05.2018

94G

94L

94H

94G

16L

94L

16L

94H

94G

16L

94N

8769

1476

8084

9079

15012017

652

23022017

8038

8217

7032017

1552

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo de
girassol
Refinado

Oleo Milho

Oleo de
Canola /
Rapessed Qil

Oleina Palma
Refinado

Oleo Milho

Oleina Palma
Refinado

Oleo Milho

Oleo de
Canola /
Rapessed Oil

Oleina Palma
Refinado

Oleo Girassol

230

400

290

430

260

215

330

270

530

280

410

668

720

1000

920

700

978

780

1070

1020

740

748

132

367

268

595

410

369

639

377

670

410

385

283



09.01.2018

01.12.2017

27.05.2018

29.05.2018

23.02.2018

11.08.2018

28.01.2018

11.05.2018

11.05.2018

27.01.2018

94L

TK 1925A

16L

94H

94G

16L

94L

94y

947

94G

855

27052017

7756

9032

11082017

928

1515

1513

8931

Oleo Milho

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleina Palma
Refinado

Oleo Milho

Oleo de
Canola /
Rapessed Qil

Oleina Palma
Refinado

Oleo Milho

Oleo de
girassol
Refinado

Oleo de
girassol
Refinado

Oleo de
Canola /
Rapessed QOil

316

336

250

200

390

230

265

410

425

460

1139

845

800

1030

900

900

1109

748

739

970

133

689

426

461

695

427

561

707

283

263

427



04.05.2018

07.02.2018

25.09.2018

10.09.2018

25.01.2018

09.01.2018

21.03.2018

03.03.2018

17.03.2018

04.11.2017

947

94G

16L

94H

94L

94G

94X

94G

94X

94G

1459

8782

25092017

8266

825

8812

1225

9100

1206

8538

Oleo de
girassol
Refinado

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleina Palma
Refinado

Oleo Milho

Oleo Milho

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo Milho

Oleo de
Canola/
Rapessed Oil

Oleo Milho

Oleo de
Canola /
Rapessed Oil

470

230

310

340

292

230

295

330

331

1260

530

750

1010

1190

1190

787

1482

940

1612

2690

134

50

436

586

712

752

466

994

511

1073

1198
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9.2 Configuracédo do Método de Aquisicao

Descricdo dos ions monitorados para o analito e 0 padrdo deuterado

%wm:mm x

() Extract Defined Chromatogram = | (3} [ ¥) » (4 - | MethodItems = | (= 3§
R R EEEEIEEEEEEE——————————.

Defined chromatograms

+MAM (198.00000->147.00000) MEM

+MRM (201.00000-=150.00000) MEM —

Chromatogram defintion

Type:  [MRM -| L“;ﬁﬂt:d"‘“e“

MS Chromatogram | Advanced | Excluded Masses |

MS level: Paolarity:

P | Mutiple reaction moritor -

Transition: 158.00000->147 00000 -




9.3 Cromatogramas da Validacao do Método

Cromatograma da amostra FAPAS 2649 Rota A-1

Batch Data Path
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D:\Validacao 3-MCPD 2018\27072018\Dia 1\QuantResults\28072018.batch.bin

Rota A-1

Analysis Time 8/6/2018 8:29 AM Analyst Name admin

Report Time 8/27/2018 11:53 AM Reporter Name admin

Last Calib Update 8/6/2018 8:29 AM Batch State Processed
Analysis Info

Acq Time 2018-07-29 05:38 Data File 550.D

Sample Type Sample Sample Name FAPAS 2649
Dilution 1 Acq Method Cd 29¢-13 - 2017
Position 6 Sample Info

Inj Vol 1 Comment

Sample Chromatogram

+ TIC MRM (** -> **) 550.D
2 x10 5
>
8 454
4,
3.5+
3,
2.5
2,
1.54
14
0.5 _/‘\\
0- T J\L T T T J\‘LL T T I I I I I I I I I I I I
5 6 7 8 9 0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Resp
Compound ISTD Compound RT Response ISTD Resp Ratio
3MCPD 3MCPD-D5 10.080 27071 45195 0.5990
Compound Graphics
Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 550.D Smooth 196.0 -> 147.0,196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} + MRM (9.789-10.970 min, 328 scans) (1..
2 y103 10.080 min S x10 2| Ratio =733 (104!7-9%) 2 5105 147.0
c 27071 > |\aL!u 790 (1057 /oy g o1n
é’ 14 g 1, Ratiox30.3 (1010 %) 3 1.2491.0
1.2 l g 2\ 1
1 s
1 a 038 0.8
0.8 H < o |\
0.6 z ! \ 0.6
\ T 04
0.4 7} , \ 0.4
] T 02
0.2 J N e 0.2
0 0-— —— '
0
8 9 10 11 12 10 10.5 11 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Fir



Cromatograma da Amostra FAPAS 2649 Rota B-1 arquivo 551

Analysis Time 8/6/2018 8:29 AM
Report Time 8/27/2018 11:53 AM
Last Calib Update 8/6/2018 8:29 AM

Analysis Info

Acq Time 2018-07-29 06:14
Sample Type Sample

Dilution 1

Position 7

Inj Vol 1

Sample Chromatogram

Analyst Name
Reporter Name
Batch State

Data File
Sample Name
Acq Method
Sample Info
Comment
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admin
admin
Processed

551.D
FAPAS 2649 Rota B-1
Cd 29¢c-13 - 2017

+ TIC MRM (** ->**) 551.D
£ x105%]
3 454
o
4,
3.5+
3,
2.5
2,
1.5
1 —
0.5 \_
T \L- T T DL‘L T A‘\- I T T T T I T T I I I I
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound ISTD Compound RT Response ISTD Resp Resp Ratio
3MCPD 3MCPD-D5 10.073 21874 42630 0.5131
Compound Graphics
Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 551.D Smooth 196.0 -> 147.0,196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} + MRM (9.787-10.942 min, 321 scans) (1..
£ x103 10.073 min. R x10 | _Ratio-= 73-2(104-6-%) 2 %105 147.0
3 21874 Py Ratio:2982994°/)’ 3 91.0
g 12 3 12 : s 8
c
c
>3
0.8 ] 2 0.8 \ 0.6
0.6 2 06
1 ® I \ 0.4
0.4 1 < 0.4 / \
0.2 | 02 / SO 0.2
0 A .—_ ¢
0 T
8 9 10 11 12 10 10.5 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Fi
1.7
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Cromatograma da Amostra de Referéncia FAPAS 2649 Rota A-2 arquivo 552

Analysis Time 8/6/2018 8:29 AM Analyst Name admin
Report Time 8/27/2018 11:53 AM Reporter Name admin
Last Calib Update 8/6/2018 8:29 AM Batch State Processed

Analysis Info

Acq Time 2018-07-29 06:50 Data File 552.D

Sample Type Sample Sample Name FAPAS 2649 Rota A-2
Dilution 1 Acq Method Cd 29¢-13 - 2017
Position 8 Sample Info

Inj Vol 1 Comment

Sample Chromatogram
+TIC MRM (** -> **) 552.D
x10 57

Counts

T I T T T [ T T \ T \ \ \ [ [ [ T [ T T
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compound ISTD Compound RT Response ISTD Resp Resp Ratio Finc
3MCPD 3MCPD-D5 10.065 28995 41593 0.6971 2.40

Compound Graphics

Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 552.D Smooth 196.0 -> 147.0,196.0 -> 91.0 , 198.0 -> 14 |+ MRM (9.770-10.934 min, 323 scans) (1..
£ x10° 10,065 min R x10 2] Ratio 4 73.6-(105-1%) 2 x105 47.0
3 16 28995 Y Ratio = 29.6 (98.6 %) 3 91.0
3 | 8 12 8 12
1.4 < N
12 L| g 1 \ 1
1 1 é 0.8 \ 0.8
0.8 h o 06 0.6
0.6 l B o4 { '
0.4 | g ., / \ 04
0.2 | ' ] ST 0.2
0 0-— —
0 QLﬁ
8 9 10 11 12 10 10.5 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Cromatograma da Amostra de Referéncia FAPAS 2649 Rota A Arquivo
553
Batch Data Path D:\Validacao 3-MCPD 2018\27072018\Dia 1\QuantResults\28072018.batch.bin
Analysis Time 8/6/2018 8:29 AM Analyst Name admin
Report Time 8/27/2018 11:53 AM Reporter Name admin

Last Calib Update 8/6/2018 8:29 AM Batch State Processed
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Analysis Info

Acq Time 2018-07-29 07:26 Data File 553.D

Sample Type Sample Sample Name FAPAS 2649 Rota A-2
Dilution 1 Acq Method Cd 29¢-13 - 2017
Position 9 Sample Info

Inj Vol 1 Comment

Sample Chromatogram
+TIC MRM (** -> **) 553.D
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Acquisition Time (min)

Counts
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Quantitation Results

Compound ISTD Compound RT Response ISTD Resp Resp Ratio |
3MCPD 3MCPD-D5 10.069 22316 42325 0.5273

Compound Graphics

Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 553.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} |+ MRM (9.726-10.916 min, 330 scans) (1..
£ x103 10069 min £ x10 2| Ratio=172.0(102.8 %) £ x105 147.0
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Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Cromatograma da Replicata 5000 ppb rota A arquivo 554
Batch Data Path D:\Validacao 3-MCPD 2018\27072018\Dia 1\QuantResults\28072018.batch.bin
Analysis Time 8/6/2018 8:29 AM Analyst Name admin
Report Time 8/27/2018 11:53 AM Reporter Name admin
Last Calib Update 8/6/2018 8:29 AM Batch State Processed
Analysis Info
Acq Time 2018-07-29 08:39 Data File 554.D
Sample Type Sample Sample Name Ponto Alto 5000 ppb A-1
Dilution 1 Acq Method Cd 29c-13 - 2017

Position 10 Sample Info
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Inj Vol 1 Comment

Sample Chromatogram

+ TIC MRM (** -> **) 554.D
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Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compound ISTD Compound RT Response ISTD Resp Resp Ratio

3MCPD 3MCPD-D5 10.051 156688 43126 3.6332

Compound Graphics

Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 554.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14| + MRM (9.763-10.877 min, 309 scans) (1..
£ x10* 10.051 min. S x10 2 Ratio = 78.6 (112.2%) 2 x105 147.0
3 156688 Py Ratio =/29.4 (98.1 %) 3
© o8 o 12 & 6-191.0
l s 1 FAY
0.6 g 0.8 A 5
| Sos [\ ;
" \ E 0.4 , \ )
: f 0.2 / e 1
—_—
0 0 o th
8 9 10 11 12 10 10.5 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Cromatograma da Replicata 5000 ppb rota B arquivo 555
Batch Data Path D:\Validacao 3-MCPD 2018\27072018\Dia 1\QuantResults\28072018.batch.bin
Analysis Time 8/6/2018 8:29 AM Analyst Name admin
Report Time 8/27/2018 11:53 AM Reporter Name admin
Last Calib Update 8/6/2018 8:29 AM Batch State Processed
Analysis Info
Acq Time 2018-07-29 09:15 Data File 555.D
Sample Type Sample Sample Name Ponto Alto 5000 ppb B-1
Dilution 1 Acq Method Cd 29c-13 - 2017
Position 11 Sample Info
Inj Vol 1 Comment

Sample Chromatogram

Fir
12
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+TIC MRM (** -> **) 555.D
x10 % |
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Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compound ISTD Compound RT Response ISTD Resp Resp Ratio  Finz
3MCPD 3MCPD-D5 10.076 59082 30383 1.9446 6.72

Compound Graphics

Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 555.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14f |+ MRM (9.726-10.988 min, 351 scans) (1...
£ x103 10:076 min- £ x10 2| Ratio =78.2 (111.7-%) £ x10° 147.0
3 3 59082 Py Ratio =|29.6 (98.5/%) 2 25
o o 12 O 91.0
2.5 l .‘8“ 1 FAY 2
2 32 08
15 l T 06 i 15
1 l S 04 \ 1
0.5 \ T 02 / \ 05
. J o _/ S .
0 L2
8 9 10 11 12 10 10.5 11 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Cromatograma da Replicata 2 5000 ppb rota A arquivo 556
Batch Data Path D:\Validacao 3-MCPD 2018\27072018\Dia 1\QuantResults\28072018.batch.bin
Analysis Time 8/6/2018 8:29 AM Analyst Name admin
Report Time 8/27/2018 11:53 AM Reporter Name admin
Last Calib Update 8/6/2018 8:29 AM Batch State Processed
Analysis Info
Acq Time 2018-07-29 09:51 Data File 556.D
Sample Type Sample Sample Name Ponto Alto 5000 ppb A-2
Dilution 1 Acq Method Cd 29c-13 - 2017
Position 12 Sample Info
Inj Vol 1 Comment

Sample Chromatogram
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+TIC MRM (** -> **) 556.D
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Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compound ISTD Compound RT Response ISTD Resp Resp Ratio
3MCPD 3MCPD-D5 10.051 149277 41346 3.6104

Compound Graphics

Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 556.D Smooth 196.0 -> 147.0,196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} + MRM (9.763-10.877 min, 309 scans) (1...
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Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Cromatograma da Replicata 2 5000 ppb rota B arquivo 557
Batch Data Path D:\Validacao 3-MCPD 2018\27072018\Dia 1\QuantResults\28072018.batch.bin
Analysis Time 8/6/2018 8:29 AM Analyst Name admin
Report Time 8/27/2018 11:53 AM Reporter Name admin
Last Calib Update 8/6/2018 8:29 AM Batch State Processed
Analysis Info
Acq Time 2018-07-29 10:27 Data File 557.D
Sample Type Sample Sample Name Ponto Alto 5000 ppb B-2
Dilution 1 Acq Method Cd 29¢-13 - 2017
Position 13 Sample Info
Inj Vol 1 Comment

Sample Chromatogram
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+TIC MRM (** -> **) 557.D

Counts
w
(¢;]
|

19 20 21 22 23 24

Acquisition Time (min)

Quantitation Results
Compound ISTD Compound
3MCPD 3MCPD-D5

Compound Graphics
Target Compound 3MCPD
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Cromatograma da Amostra de Referéncia Fapas 2649 dia 2 rota A arquivo 562

Batch Data Path D:\Validacao 3-MCPD 2018\27072018\Dia 1\QuantResults\28072018.batch.bin
Analysis Time 8/6/2018 8:29 AM Analyst Name admin

Report Time 8/27/2018 11:53 AM Reporter Name admin

Last Calib Update 8/6/2018 8:29 AM Batch State Processed

Analysis Info

Acq Time 2018-07-29 16:29 Data File 562.D

Sample Type Sample Sample Name FAPAS 2649 Rota A-1 - dia 2
Dilution 1 Acq Method Cd 29¢-13 - 2017

Position 22 Sample Info

Inj Vol 1 Comment

Sample Chromatogram

Fir
6.7
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+TIC MRM (** -> **) 562.D
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Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compound ISTD Compound RT Response ISTD Resp Resp Ratio  Finz
3MCPD 3MCPD-D5 10.069 32314 52489 0.6156 2.12

Compound Graphics

Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 562.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} + MRM (9.784-10.938 min, 321 scans) (1..
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Cromatograma da Amostra de Referéncia Fapas 649 dia 2 rota B arquivo 563

Batch Data Path D:\Validacao 3-MCPD 2018\27072018\Dia 1\QuantResults\28072018.batch.bin
Analysis Time 8/6/2018 8:29 AM Analyst Name admin

Report Time 8/27/2018 11:53 AM Reporter Name admin

Last Calib Update 8/6/2018 8:29 AM Batch State Processed

Analysis Info

Acq Time 2018-07-29 17:05 Data File 563.D

Sample Type Sample Sample Name FAPAS 2649 Rota B-1 - dia 2
Dilution 1 Acq Method Cd 29c-13 - 2017

Position 23 Sample Info

Inj Vol 1 Comment

Sample Chromatogram
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+ TIC MRM (** -> **) 563.D
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e

Quantitation Results

Compound ISTD Compound RT Response ISTD Resp Resp Ratio
3MCPD 3MCPD-D5 10.069 23923 45338 0.5277

Compound Graphics

Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 563.D Smooth 196.0 -> 147.0,196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14f |+ MRM (9.726-10.895 min, 324 scans) (1..
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Cromatograma da Amostra de Referéncia Replicata Fapas 2649 dia 2 rota A arquivo 564

Batch Data Path D:\Validacao 3-MCPD 2018\27072018\Dia 1\QuantResults\28072018.batch.bin
Analysis Time 8/6/2018 8:29 AM Analyst Name admin

Report Time 8/27/2018 11:53 AM Reporter Name admin

Last Calib Update 8/6/2018 8:29 AM Batch State Processed

Analysis Info

Acq Time 2018-07-29 17:41 Data File 564.D

Sample Type Sample Sample Name FAPAS 2649 Rota A-2 - dia 2
Dilution 1 Acq Method Cd 29¢-13 - 2017

Position 24 Sample Info

Inj Vol 1 Comment

Sample Chromatogram
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+ TIC MRM (** -> **) 564.D
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Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound ISTD Compound RT Response ISTD Resp Resp Ratio
3MCPD 3MCPD-D5 10.065 28433 40726 0.6982
Compound Graphics
Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 564.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} + MRM (9.745-10.934 min, 330 scans) (1..
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Cromatograma da Amostra de Referéncia Replicata Fapas 2649 dia 2 rota B arquivo 565

Batch Data Path
Analysis Time 8/6/2018 8:29 AM
Report Time 8/27/2018 11:53 AM
Last Calib Update 8/6/2018 8:29 AM

Analysis Info

Acq Time 2018-07-29 18:17
Sample Type Sample

Dilution 1

Position 25

Inj Vol 1

Sample Chromatogram

D:\Validacao 3-MCPD 2018\27072018\Dia 1\QuantResults\28072018.batch.bin

Analyst Name admin

Reporter Name admin

Batch State Processed

Data File 565.D

Sample Name FAPAS 2649 Rota B-2 - dia 2
Acq Method Cd 29¢-13 - 2017

Sample Info
Comment

Fir
2.4
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+TIC MRM (** -> **) 565.D
x10 %7

Counts

6
55|
5,
45
4,
35|
3,
25|
2,
1.5
1,
0.5

J‘Lx‘ Fa h‘.

8 9 10 11 12 13

[ \ \ \ [ [ T T T T T
14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compound ISTD Compound RT Response ISTD Resp Resp Ratio
3MCPD 3MCPD-D5 10.062 25935 49497 0.5240
Compound Graphics
Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 565.D Smooth 196.0 -> 147.0,196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} + MRM (9.758-10.888 min, 314 scans) (1..
2 103 10.062 min, S x10 2| Ratio =172.8 (104.0-%) £ x10° 147.0
: S 1o Relo-i250(065 %) s e
8 14 H § 12 atio =[29.0 (96.8 %) 8 1
1.2 .‘8“ 1 N\
1 3 08 0.8
0.8 S o6 \ 0.6
0.6 2 f\ '
' 1 3 04 0.4
o 1 € 4, /N .
0.2 : d 0.2
0 f 0 _/ k— ’
0 .2
T
8 9 10 11 12 10 10.5 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Cromatograma Padréo 3-MCPD Replicata 5000 ppb rota A arquivo 570

Batch Data Path D:\Validacao 3-MCPD 2018\27072018\Dia 1\QuantResults\28072018.batch.bin

Analysis Time
Report Time
Last Calib Update

Analysis Info
Acq Time
Sample Type
Dilution
Position

Inj Vol

Sample Chromatogram

8/6/2018 8:29 AM
8/27/2018 11:53 AM
8/6/2018 8:29 AM

2018-07-29 21:18
Sample

1

30

1

Analyst Name admin

Reporter Name admin

Batch State Processed

Data File 570.D

Sample Name Ponto Alto 5000 ppb A-1 - dia 2
Acq Method Cd 29¢-13 - 2017

Sample Info

Comment

Fina
1.80
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+TIC MRM (** -> **) 570.D
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Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compound ISTD Compound RT Response ISTD Resp Resp Ratic
3MCPD 3MCPD-D5 10.044 208903 57643 3.6241

Compound Graphics

Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 570.D Smooth 196.0 -> 147.0,196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} + MRM (9.705-10.848 min, 317 scans) (1..
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Cromatograma Padréo 3-MCPD Replicata 5000 ppb rota B arquivo 571

Batch Data Path D:\Validacao 3-MCPD 2018\27072018\Dia 1\QuantResults\28072018.batch.bin
Analysis Time 8/6/2018 8:29 AM Analyst Name admin

Report Time 8/27/2018 11:53 AM Reporter Name admin

Last Calib Update 8/6/2018 8:29 AM Batch State Processed

Analysis Info

Acq Time 2018-07-29 21:54 Data File 571.D

Sample Type Sample Sample Name Ponto Alto 5000 ppb B-1 - dia 2
Dilution 1 Acq Method Cd 29c-13 - 2017

Position 31 Sample Info

Inj Vol 1 Comment

Sample Chromatogram
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+ TIC MRM (** -> **) 571.D
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Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound ISTD Compound RT Response ISTD Resp Resp Ratio
3MCPD 3MCPD-D5 10.058 99018 50527 1.9597
Compound Graphics
Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 571.D Smooth 196.0 -> 147.0,196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} + MRM (9.767-10.906 min, 316 scans) (1..
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Cromatograma Padréo 3-MCPD Replicata 5000 ppb rota A arquivo 572

Batch Data Path
Analysis Time

Report Time
Last Calib Update

8/6/2018 8:29 AM
8/27/2018 11:53 AM
8/6/2018 8:29 AM

Analysis Info

Acq Time 2018-07-29 22:30
Sample Type Sample

Dilution 1

Position 32

Inj Vol 1

Sample Chromatogram

Analyst Name

Reporter Name

Batch State

Data File
Sample Name
Acq Method
Sample Info
Comment

572.D
Ponto Alto 5000 ppb A-2 - dia 2
Cd 29c-13 - 2017

D:\Validacao 3-MCPD 2018\27072018\Dia 1\QuantResults\28072018.batch.bin
admin

admin
Processed

Fir
6.7
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+TIC MRM (** -> **) 572.D
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Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compound ISTD Compound RT Response ISTD Resp Resp Ratio  Finz
3MCPD 3MCPD-D5 10.044 167553 47192 3.5504 12.2

Compound Graphics

Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 572.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} |+ MRM (9.775-10.869 min, 304 scans) (1..
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Cromatograma Padréo 3-MCPD Replicata 5000 ppb rota B arquivo 573
Analysis Time 8/6/2018 8:29 AM Analyst Name admin
Report Time 8/27/2018 11:53 AM Reporter Name admin
Last Calib Update 8/6/2018 8:29 AM Batch State Processed
Analysis Info
Acq Time 2018-07-29 23:07 Data File 573.D
Sample Type Sample Sample Name Ponto Alto 5000 ppb B-2 - dia 2
Dilution 1 Acq Method Cd 29c-13 - 2017
Position 33 Sample Info
Inj Vol 1 Comment

Sample Chromatogram
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+TIC MRM (** -> **) 573.D
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Quantitation Results

Compound ISTD Compound RT Response ISTD Resp Resp Rati
3MCPD 3MCPD-D5 10.058 97582 50684 1.9253

Compound Graphics

Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 573.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14f |+ MRM (9.778-10.906 min, 313 scans) (1...
£ x103 10.058 min. £ x10 2| Ratio = 78.4 (112.0 %) £ x10° 147.0
3 97582 Py Ratio = 29.4 (97.9 %) 3
8 1 s 12 O 4910
A l g 1 AN 35
c
| 3 08 3
3 < \ 25
2 06
l 2 {1\ 2
2 5 04
L S . l \ 15
1 ! T 02 . . 1
0 0-—r — 0.5
0 QLﬁ
8 9 10 11 12 10 10.5 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Cromatograma amostra de referéncia Fapas 2649 rota A arquivo 574

Batch Data Path D:\Validacao 3-MCPD 2018\27072018\Dia 1\QuantResults\28072018.batch.bin
Analysis Time 8/6/2018 8:29 AM Analyst Name admin

Report Time 8/27/2018 11:53 AM Reporter Name admin

Last Calib Update 8/6/2018 8:29 AM Batch State Processed

Analysis Info

Acq Time 2018-07-30 10:09 Data File 574.D

Sample Type Sample Sample Name FAPAS 2649 Rota A-1 - dia 3
Dilution 1 Acq Method Cd 29c-13 - 2017

Position 101 Sample Info

Inj Vol 1 Comment

Sample Chromatogram
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+ TIC MRM (** -> **) 574.D
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Quantitation Results

Compound ISTD Compound RT Response ISTD Resp Resp Ratio  Fir
3MCPD 3MCPD-D5 10.033 58755 88554 0.6637 2.2

Compound Graphics

Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 574.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14| + MRM (9.701-10.794 min, 303 scans) (1...
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Cromatograma amostra de referéncia Fapas 49 rota b arquivo 575

Batch Data Path D:\Validacao 3-MCPD 2018\27072018\Dia 1\QuantResults\28072018.batch.bin
Analysis Time 8/6/2018 8:29 AM Analyst Name admin

Report Time 8/27/2018 11:53 AM Reporter Name admin

Last Calib Update 8/6/2018 8:29 AM Batch State Processed

Analysis Info

Acq Time 2018-07-30 10:45 Data File 575.D

Sample Type Sample Sample Name FAPAS 2649 Rota B-1 - dia 3
Dilution 1 Acq Method Cd 29¢-13 - 2017

Position 102 Sample Info

Inj Vol 1 Comment

Sample Chromatogram
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+ TIC MRM (** -> **) 575.D
£ x10 54
3 7
O 6.5
6,
5.54
5,
4.5
4,
3.5
3,
2.5+
2,
1.5+
1,
0.5+
T ‘\- T T J‘lL A T A—\ \j_ T T T T I I I I I I I
5 6 7 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound ISTD Compound RT Response ISTD Resp Resp Ratio
3MCPD 3MCPD-D5 10.062 26431 50866 0.5196
Compound Graphics
Target Compound 3MCPD
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Cromatograma amostra de referéncia Fapas 649 rota A arquivo 576

Batch Data Path
Analysis Time
Report Time

Last Calib Update

Analysis Info
Acq Time
Sample Type
Dilution
Position

Inj Vol

Sample Chromatogram

Analyst Name
Reporter Name
Batch State

2018-07-30 11:21 Data File
Sample Sample Name
1 Acq Method
103 Sample Info
1 Comment

D:\Validacao 3-MCPD 2018\27072018\Dia 1\QuantResults\28072018.batch.bin
8/6/2018 8:29 AM
8/27/2018 11:53 AM
8/6/2018 8:29 AM

admin
admin
Processed

576.D
FAPAS 2649 Rota A-2 - dia 3
Cd 29c-13 - 2017
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+ TIC MRM (** -> **) 576.D
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Acquisition Time (min)

Quantitation Results
Compound

ISTD Compound RT Response ISTD Resp Resp Rai
3MCPD 3MCPD-D5 10.062 42316 66765 0.6338
Compound Graphics
Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 576.D Smooth 196.0 -> 147.0,196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} + MRM (9.757-10.909 min, 320 scans) (1..
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Cromatograma amostra de referéncia Fapas 2649 rota B arquivo 577

Batch Data Path
Analysis Time
Report Time

Last Calib Update

Analysis Info
Acq Time
Sample Type
Dilution
Position

Inj Vol

Sample Chromatogram

D:\Validacao 3-MCPD 2018\27072018\Dia 1\QuantResults\28072018.batch.bin

8/6/2018 8:29 AM Analyst Name admin

8/27/2018 11:53 AM Reporter Name admin

8/6/2018 8:29 AM Batch State Processed

2018-07-30 11:57 Data File 577.D

Sample Sample Name FAPAS 2649 Rota B-2 - dia 3
1 Acq Method Cd 29¢-13 - 2017

104 Sample Info

1 Comment
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+TIC MRM (** -> **) 577.D
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Cromatograma Replicata 5000 ppb dia 3 rota A arquivo 582

Batch Data Path
Analysis Time 8/6/2018 8:29 AM

Report Time 8/27/2018 11:53 AM

Last Calib Update 8/6/2018 8:29 AM

Analysis Info

Acq Time 2018-07-30 14:58
Sample Type Sample

Dilution 1

Position 109

Inj Vol 1

Sample Chromatogram

Analyst Name admin
Reporter Name admin

D:\Validacao 3-MCPD 2018\27072018\Dia 1\QuantResults\28072018.batch.bin

Batch State Processed

Data File 582.D

Sample Name Ponto Alto 5000 ppb A-1 - dia 3
Acq Method Cd 29c-13 - 2017

Sample Info

Comment

Fir
1.7
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+TIC MRM (** -> **) 582.D
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Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compound ISTD Compound RT Response ISTD Resp Resp Ratio  Finz
3MCPD 3MCPD-D5 10.040 285023 86546 3.2933 11.3

Compound Graphics

Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 582.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14f |+ MRM (9.734-10.844 min, 308 scans) (1..
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Cromatograma da replicata 5000 ppb dia 3 rota B arquivo 583
Batch Data Path D:\Validacao 3-MCPD 2018\27072018\Dia 1\QuantResults\28072018.batch.bin
Analysis Time 8/6/2018 8:29 AM Analyst Name admin
Report Time 8/27/2018 11:53 AM Reporter Name admin
Last Calib Update 8/6/2018 8:29 AM Batch State Processed
Analysis Info
Acq Time 2018-07-30 15:34 Data File 583.D
Sample Type Sample Sample Name Ponto Alto 5000 ppb B-1 - dia 3
Dilution 1 Acq Method Cd 29c-13 - 2017
Position 110 Sample Info
Inj Vol 1 Comment

Sample Chromatogram
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+TIC MRM (** -> **) 583.D
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Quantitation Results
Compound

ISTD Compound RT Response ISTD Resp Resp R:
3MCPD 3MCPD-D5 10.069 68167 39370 1.7314
Compound Graphics
Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 583.D Smooth 196.0 -> 147.0,196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14f |+ MRM (9.786-10.960 min, 326 scans) (1...
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Cromatograma Replicata 5000 ppb dia 3 rota A arquivo 584

Batch Data Path
Analysis Time
Report Time

Last Calib Update

Analysis Info
Acq Time
Sample Type
Dilution
Position

Inj Vol

Sample Chromatogram

D:\Validacao 3-MCPD 2018\27072018\Dia 1\QuantResults\28072018.batch.bin

8/6/2018 8:29 AM Analyst Name admin

8/27/2018 11:53 AM Reporter Name admin

8/6/2018 8:29 AM Batch State Processed

2018-07-30 16:11 Data File 584.D

Sample Sample Name Ponto Alto 5000 ppb A-2 - dia 3
1 Acq Method Cd 29c-13 - 2017

111 Sample Info

1 Comment
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Quantitation Results

Compound

ISTD Compound RT Response ISTD Resp Resp Ratio
3MCPD 3MCPD-D5 10.044 274933 84434 3.2562
Compound Graphics
Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 584.D Smooth 196.0 -> 147.0,196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} + MRM (9.747-10.826 min, 300 scans) (1..
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Cromatograma replicata 5000 ppb dia 3 rota B arquivo 585
D:\Validacao 3-MCPD 2018\27072018\Dia 1\QuantResults\28072018.batch.bin

Batch Data Path
Analysis Time
Report Time

Last Calib Update

Analysis Info
Acq Time
Sample Type
Dilution
Position

Inj Vol

8/6/2018 8:29 AM Analyst Name admin

8/27/2018 11:53 AM Reporter Name admin

8/6/2018 8:29 AM Batch State Processed

2018-07-30 16:47 Data File 585.D

Sample Sample Name Ponto Alto 5000 ppb B-2 - dia 3
1 Acq Method Cd 29c-13 - 2017

112 Sample Info

1 Comment

Sample Chromatogram

Fir
11
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+ TIC MRM (** -> **) 585.D
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Quantitation Results

Compound ISTD Compound RT Response ISTD Resp Resp Ratio Finz
3MCPD 3MCPD-D5 10.069 64450 36911 1.7461 6.03

Compound Graphics

Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 585.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} |+ MRM (9.786-10.960 min, 326 scans) (1..
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Cromatograma amostra de referéncia Fapas 2649 rota A arquivo 795
Batch 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admin
Analysis Time
Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name admin
Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State Processed
Analysis Info
Acq Time 2018-08-04 15:27 Data File 795.D
Position 36 Sample Name FAPAS 2649 Rota A
Dilution 1 Sample Info
Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29¢-13 - 2017
Sample Type Sample Comment

Sample Chromatogram
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+ TIC MRM (** -> **) 795.D
x10 3 |

(2}
2
c
3
o
o

10 11 12 13 14 15 16 17

T T T T T T T
18 19 20 21 22 23 24

Acquisition Time (min)

Quantitation Results
Compound
3MCPD

Compound Graphics

ISTD
3MCPD-D5

RT
10.036

Response
53949

ISTD Compound 3MCPD-D5
+MRM (201.0 -> 150.0) 795.D Smooth 201.0 -> 150.0, 150.0 -> 93.0 , 201.0 -> 93| [+ MRM (9.819-10.345 min, 147 scans) (2..
£ x104 9-19572“%“2;”- R x10 2| Ratio = 446.4 (99.2 % £ x10° 150
=] ) -~ io = 9 >
3 2 § 1.o_| Ratio = 66.9 (111.5 %) 3 7
@©
2 1 67 93.0
1.5 5 os 5
Ko .
<
1 2 06 4
= 3
05 ﬁ 0.4
: 1\_ 0.2 2
0 0 1
0
8 9 10 11 12 8 9 10 11 12 100 120 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound 3MCPD
+MRM (196.0 -> 147.0) 795.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0 , 198.0 -> 14} |+ MRM (9.757-10.862 min, 307 scans) (1..
£ x103 10.036 min £ x10 2{Ratio-={73-0(104-31%) £ x10° 147.0
3, 53p49 & 4, | Ratio=20.7 (98.9 %) 3 91.0
O . (@) )
25 l -‘E 1 FA) 2
c
2 l 2 08 J/\
I < . I \ 1.5
1.5 2 06
. S )
1 1 B 04 [\ 1
? ool 4\
0.5 J 1 = 02 0.5
0
8 9 10 11 12 10 10.5 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Cromatograma amostra de referéncia Fapas 2649 rota B arquivo 796

Analysis Time
Report Time
Last Calib Update

8/14/2018 8:16 AM
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8/14/2018 8:16 AM

Analyst Name
Reporter Name
Batch State

admin
admin
Processed
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Analysis Info

Acq Time 2018-08-04 16:03 Data File 796.D

Position 37 Sample Name FAPAS 2649 Rota B-1 - dia 4
Dilution 1 Sample Info

Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29¢-13 - 2017

Sample Type Sample Comment

Sample Chromatogram
+TIC MRM (** -> **) 796.D
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Quantitation Results

Compound ISTD RT Response ISTD Resp RR Conc
3MCPD 3MCPD-D5 10.044 28728 109421 0.2625 1.5125

Compound Graphics

ISTD Compound 3MCPD-D5
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+ MRM (196.0 -> 147.0) 796.D Smooth 196.0 -> 147.0 , 196.0 -> 91.0 , 198.0 -> 14} |+ MRM (9.740-10.870 min, 314 scans) (1.
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Cromatograma Amostra de referéncia Fapas 2649 rota A arquivo 797
Batch Data Path
Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admin
Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name admin
Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State Processed

Analysis Info

Acq Time 2018-08-04 16:39 Data File 797.D
Position 38 Sample Name FAPAS 2649 Rota A-2 - dia 4
Dilution 1 Sample Info
Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29c¢-13 - 2017
Sample Type Sample Comment
Sample Chromatogram
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Quantitation Results
Compound ISTD RT Response ISTD Resp RR
3MCPD 3MCPD-D5 10.036 48156 148895  0.3234
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ISTD Compound 3MCPD-D5
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Cromatograma Amostra de referéncia Fapas 2649 rota B arquivo 798
Batch Data Path
Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admin
Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name admin
Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State Processed

Analysis Info

Acq Time 2018-08-04 17:16 Data File
Position 39 Sample Name
Dilution 1 Sample Info

Inj Vol 1 Acq Method File
Sample Type Sample Comment

Sample Chromatogram

798.D
FAPAS 2649 Rota B-2 - dia 4

Cd 29c-13 - 2017
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+ TIC MRM (** -> **) 798.D
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Quantitation Results
Compound ISTD RT Response ISTD Resp RR Conc
3MCPD 3MCPD-D5 10.044 25518 94216 0.2708 1.5605
Compound Graphics
ISTD Compound 3MCPD-D5
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Cromatograma Padrdo 3-MCPD Replicata 5000 ppb rota A arquivo 803

Batch Data Path
Analysis Time

8/14/2018 8:16 AM

Analyst Name admin
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Report Time
Last Calib Update

Analysis Info
Acq Time
Position
Dilution

Inj Vol

Sample Type

Sample Chromatogram
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Reporter Name admin

Batch State Processed

Data File 803.D

Sample Name Ponto Alto 5000
Sample Info

Acq Method File Cd 29c-13 - 2017
Comment
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Cromatograma Padréo 3-MCPD Replicata 5000 ppb rota B arquivo 804
Batch Data Path
Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admin
Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name admin
Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State Processed
Analysis Info
Acq Time 2018-08-04 20:53 Data File 804.D
Position 45 Sample Name Ponto Alto 5000 ppb B-1 - dia 4
Dilution 1 Sample Info
Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29¢-13 - 2017
Sample Type Sample Comment

Sample Chromatogram
+TIC MRM (** -> **) 804.D
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Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compound ISTD RT Response ISTD Resp RR Conc
3MCPD 3MCPD-D5 10.037 119031 114223 1.0421 6.0170

Compound Graphics
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ISTD Compound 3MCPD-D5
+MRM (201.0 -> 150.0) 804.D Smooth 201.0 -> 150.0 , 150.0 -> 93.0 , 201.0 -> 93| [+ MRM (9.819-10.327 min, 141 scans) (2..
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+ MRM (196.0 -> 147.0) 804.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} |+ MRM (9.758-10.862 min, 307 scans) (1...
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Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Cromatograma Padrédo 3-MCPD Replicata 5000 ppb rota A arquivo 805
Batch Data Path
Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admin
Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name admin
Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State Processed
Analysis Info
Acq Time 2018-08-04 21:29 Data File 805.D
Position 46 Sample Name Ponto Alto 5000 ppb A-2 - dia 4
Dilution 1 Sample Info
Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29c-13 - 2017
Sample Type Sample Comment

Sample Chromatogram
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+ TIC MRM (** -> **) 805.D
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Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound ISTD RT Response ISTD Resp RR Conc
3MCPD 3MCPD-D5 10.018 346536 162358  2.1344 12.3290
Compound Graphics
ISTD Compound 3MCPD-D5
+ MRM (201.0 -> 150.0) 805.D Smooth 201.0 -> 150.0 , 150.0 -> 93.0 , 201.0 -> 93| [+ MRM (9.811-10.295 min, 135 scans) (2..
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Cromatograma Padréo 3-MCPD Replicata 5000 ppb rota B arquivo 806

Batch Data Path
Analysis Time

8/14/2018 8:16 AM

Analyst Name

admin
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Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name  admin

Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State Processed

Analysis Info

Acq Time 2018-08-04 22:05 Data File 806.D

Position 47 Sample Name Ponto Alto 5000 ppb B-2 - dia 4
Dilution 1 Sample Info

Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29c-13 - 2017

Sample Type Sample Comment

Sample Chromatogram
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Compound Graphics
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+ MRM (196.0 -> 147.0) 806.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} |+ MRM (9.743-10.888 min, 318 scans) (1...
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Cromatograma Padréo 3-MCPD Replicata FAPAS 2649 rota arquivo 807

Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admin
Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name admin
Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State Processed

Analysis Info

Acq Time 2018-08-05 05:56 Data File 807.D

Position 51 Sample Name FAPAS 2649 Rot
Dilution 1 Sample Info

Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29c-13 - 201
Sample Type Sample Comment

Sample Chromatogram
+TIC MRM (** -> **) 807.D
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Quantitation Results

Compound ISTD RT Response
3MCPD 3MCPD-D5 10.040 3557(

Compound Graphics
ISTD Compound 3MCPD-D5



172

+ MRM (201.0 -> 150.0) 807.D Smooth 201.0 -> 150.0, 150.0 -> 93.0, 201.0 -> 93| |+ MRM (9.815-10.349 min, 149 scans) (2...
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Cromatograma Replicata Padrdo Referéncia FAPAS 2649 rota B arquivo 808

Batch Data Path
Analysis Time
Report Time

Last Calib Update

Analysis Info

8/14/2018 8:16 AM
8/14/2018 8:42 AM
8/14/2018 8:16 AM

Analyst Name
Reporter Name
Batch State

Acq Time 2018-08-05 06:32 Data File
Position 52 Sample Name
Dilution 1 Sample Info

Inj Vol 1 Acq Method File
Sample Type Sample Comment

Sample Chromatogram

admin
admin
Processed

808.D
FAPAS 2649 Rota B-1 - dia 5

Cd 29¢-13 - 2017




173

+ TIC MRM (** -> **) 808.D
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Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound ISTD RT  Response ISTD Resp RR  Conc
3MCPD 3MCPD-D5 10.047 23091 81658 0.2828 1.6294
Compound Graphics
ISTD Compound 3MCPD-D5
+ MRM (201.0 -> 150.0) 808.D Smooth 201.0 -> 150.0, 150.0 -> 93.0 , 201.0 -> 93| [+ MRM (9.815-10.374 min, 156 scans) (2..
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Cromatograma Replicata Padrdo Referéncia FAPAS 2649 rota A dia5 arquivo 809

D:\3MCPD_2018\06_08_18\QuantResults\060818.batch.bin

Batch Data Path
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Report Time

8/14/2018 8:16 AM
8/14/2018 8:42 AM
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Analyst Name
Reporter Name

Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State

Analysis Info

Acq Time 2018-08-05 07:08 Data File
Position 53 Sample Name
Dilution 1 Sample Info

Inj Vol 1 Acq Method File
Sample Type Sample Comment

Sample Chromatogram
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Quantitation Results

Compound ISTD RT
3MCPD 3MCPD-D5 10.044

Compound Graphics

ISTD Compound 3MCPD-D5
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+ MRM (196.0 -> 147.0) 809.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} |+ MRM (9.760-10.891 min, 314 scans) (1..
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Cromatograma Replicata Padrédo Referéncia FAPAS 2649 rota B arquivo 810

D:\3MCPD_2018\06_08_18\QuantResults\060818.batch.bin
Batch Data Path

Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name 3
Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name ¢
Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State F

Analysis Info
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Inj Vol 1 Acq Method File C
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Quantitation Results

Compound ISTD RT
3MCPD 3MCPD-D5 10.036

Compound Graphics
ISTD Compound 3MCPD-D5
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+ MRM (201.0 -> 150.0) 810.D Smooth 201.0 -> 150.0, 150.0 -> 93.0, 201.0 -> 93| |+ MRM (9.813-10.349 min, 149 scans) (2...
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Cromatograma Padrdo 3-MCPD nivel alto rota A replicata dia 5

D:\3MCPD_2018\06_08_18\QuantResults\060818.batch.bin
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Report Time
Last Calib Update

Analysis Info
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Sample Type
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Data File
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Acq Method File
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+TIC MRM (** -> **) 815.D
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D:\3MCPD_2018\06_08_18\QuantResults\060818.batch.bin
Batch Data Path
Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admin
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Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name  admin
Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State Processed
Analysis Info
Acq Time 2018-08-05 11:22 Data File 816.D
Position 60 Sample Name Ponto Alto 5000 ppb B-1 - dia 5
Dilution 1 Sample Info
Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29c-13 - 2017
Sample Type Sample Comment
Sample Chromatogram
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Quantitation Results
Compound ISTD RT  Response ISTD Resp RR
3MCPD 3MCPD-D5 10.047 71632 67590 1.0598
Compound Graphics
ISTD Compound 3MCPD-D5
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+ MRM (196.0 -> 147.0) 816.D Smooth
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Data File
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Acq Method File
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+MRM (201.0 -> 150.0) 817.D Smooth 201.0 -> 150.0, 150.0 -> 93.0 , 201.0 -> 93| [+ MRM (9.811-10.298 min, 135 scans) (2..
2 x10* 9.948 min. { x10 2| Ratio = 448.2 (99.6 % £ x10° 150.0
3 175 128305 Py 1 2| Ratio = 67.4 (112.3 %) 3
© 15 g - o 5
1.25 = 1 41930
1 g 0.8
0.75 2 06 3
05 3 04 2
0.25 l o 0.2
: ' 1
0 L
8 9 10 11 12 8 9 10 11 12 100 120 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 817.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} |+ MRM (9.737-10.826 min, 303 scans) (1..
£ x104 10.022 min. & x10 2 Ratio=77.9-(111.3 %) £ x10°© 147.0
3 223761 § 4o | Ratio=29.3(97.6 %) 3
o 12 e : © 91.0
] 3 1 A 0.8
1 2
0.8 | 3 o8 If‘\ 0.6
06 1 2 06
| g / A\ 04
0.4 z 04
o f N\ ol_/
0 QLﬁ
8 9 10 11 12 10 10.5 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Cromatograma Nivel Alto 5000 pg/kg rota B dia 5

Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admin

Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name  admin

Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State Processed

Analysis Info

Acq Time 2018-08-05 12:34 Data File 818.D

Position 62 Sample Name Ponto Alto 5000 ppb B-2 - dia 5
Dilution 1 Sample Info

Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29¢-13 - 2017

Sample Type Sample Comment

Sample Chromatogram
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+ TIC MRM (** -> **) 818.D
g x10 %
3 3.5
O 3.25-
3,
2.754
2.5+
2.25+
2
1.75-
1.5
1.25-
1
0.754
0.5 k
0.254
T ‘\L T T T I I I I I T T ‘\\‘\‘_‘—\ I \_-_)\_ I ‘_\ I
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound ISTD RT Response ISTD Resp RR Conc
3MCPD 3MCPD-D5 10.047 80625 71211 1.1322 6.5380
Compound Graphics
ISTD Compound 3MCPD-D5
+ MRM (201.0 -> 150.0) 818.D Smooth 201.0 -> 150.0 , 150.0 -> 93.0 , 201.0 -> 93| [+ MRM (9.822-10.378 min, 154 scans) (2..
2 y103 9.963 min. S x10 21 Ratio =449 5 (49 9.9 £ 5105 150
= A S Ratio =449.5(99.9-% c
3 8 4 g 4o | Ratio=68.1(113.5 %) 3 3
o 7 Q . o
@©
6 S 1 2.5 93.
5 § 0.8 2
g 2 0.6 15
© 0.4
2 2 1
) \ 0.2 o
0 . 0 ©
0
8 9 10 11 12 8 9 10 11 12 100 120 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 818.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} |+ MRM (9.768-10.916 min, 319 scans) (1..
‘2 x10 3 10.047 min. L x10 2] Ratio =77.4 (110.5-%) g x10 ° 147.0
3 B8p28 @ Ratio =/30.5 (101.8 %) 3 3
(&) 3.5 3] 1.2 8
H = 91.0
3 L 3 1 A 25
c
2.5 | é 0.8 m\ 2
2
o 0.6
15 1 2 [\ 1.5
) 1 5 o4 ]
0.5 J ]l o« 0.2 / \\
° | ) _/ L 0.5
0
8 9 10 11 12 10 10.5 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Cromatograma Amostra de Referéncia FAPAS ROTA A

Analysis Time
Report Time
Last Calib Update

8/14/2018 8:16 AM
8/14/2018 8:42 AM
8/14/2018 8:16 AM

Analyst Name
Reporter Name
Batch State

admin
admin
Processed

/
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Analysis Info

Acq Time 2018-08-05 16:48 Data File 819.D
Position 81 Sample Name FAPAS 2649
Dilution 1 Sample Info

Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29c¢-13 -
Sample Type Sample Comment

Sample Chromatogram
+TIC MRM (** -> **) 819.D
x10°3 |

Counts

. .

T \ T T T \ \ T \ \ \ \ \ [ T T T T T T
5 6 7 8 9 i0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Acquisition Time (min)

Quantitation Results
Compound ISTD RT

Rest
3MCPD 3MCPD-D5 10.040 '

Compound Graphics

ISTD Compound 3MCPD-D5
+ MRM (201.0 -> 150.0) 819.D Smooth 201.0 -> 150.0, 150.0 -> 93.0, 201.0 -> 93| |+ MRM (9.815-10.349 min, 149 scans) (2...
£ x10* 9.95¢ min. & x10 2| Ratio = 456.8 (101.5%) £ x10° 150.
3 12 101070 o Rdtio = 68.7 (114.6 % 2
3 . © 12 atio = 68.7 ( .6 %) o
O S . o 4
! ‘g“ 1 3.5-93C
0.8 2 3
2 08 2.5
0.6 2 06 :
= I 2
0.4 E 0.4 15
0.2 0.2 1
0 ]l‘-— 0 0.5
| 0 *
8 9 10 11 12 8 9 10 11 12 100 120 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Target Compound 3MCPD
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+MRM (196.0 -> 147.0) 819.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0 , 198.0 -> 14} |+ MRM (9.760-10.888 min, 313 scans) (1..
£ x10° 10.040 min. £ x10 2 Ratio =72.3 (103.2/%) £ x10° 142.0
3 2 36915 g 1o | Ratio =292 (97.2 %) 3 16-sto
1.75 ] 8 1 ~ 1.4
15 H < A\ 1.2
1.25 | a2 08 I\ 1
1 ] 2 06 08
0.75 5 B 04 f\ 06
002'2 /I o 0.2 I \ 0.4
o / 0 _/ ST 0.2
0 L
8 9 10 11 12 10 10.5 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Cromatograma Amostra de Referéncia FAPAS ROTA B arquivo 820
Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admin
Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name admin
Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State Processed
Analysis Info
Acq Time 2018-08-05 17:24 Data File 820.D
Position 82 Sample Name FAPAS 2649 Rota B-1 - dia 6
Dilution 1 Sample Info
Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29¢-13 - 2017
Sample Type Sample Comment

Sample Chromatogram
+TIC MRM (** -> **) 820.D
x10 5]
6,
5.5
5,
45|
4,
3.5
3,
2.5
2,
1.5

i k
051 fL
.ﬁ‘g - A
6

T
7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Acquisition Time (min)

Counts

Quantitation Results

Compound ISTD RT Response ISTD Resp RR  Conc
3MCPD 3MCPD-D5 10.036 27979 98869 0.2830 1.6307

Compound Graphics
ISTD Compound SMCPD-D5
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+ MRM (201.0 -> 150.0) 820.D Smooth 201.0 -> 150.0, 150.0 -> 93.0, 201.0 -> 93| |+ MRM (9.812-10.349 min, 149 scans) (2...
2 y104 9.956 min. £ x10 2 Ratio = 447-7(99.5 % 2 x105 150.0
S 98869 < : e 5
3 12 g 1| Ratio=68.1(113.5 %) 3
O ] 2 : &) 4
©
g 1 35793;
0.8 é 0.8 3
0.6 2 06 25
2 | 2
0.4 ﬁ 0.4 15
0.2 0.2 1
0 k 0 f\ 0.5
0 L
8 9 10 11 12 8 9 10 1M 12 100 120 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 820.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} |+ MRM (9.747-10.862 min, 310 scans) (1...
£ x10® 10.036 min &£ x10 2| Ratio = 72.5 (103.6 %) £ x10°5 147.0
3 16 27979 g Ratio = 29.5 (98.3 9 S 91.0
° i ® 12 atio = 29.5 (98.3 %) ° 1.2
o e . o
1.4 \ S 1 1
1.2 [ E Al
1 | 2 0.8 I \ 0.8
0-8 \ g 06 i\ 0.6
0.6 l T 04
0.4 Il 2, / \ 0.4
0.2 :
2 1 N ST N 0.2
0 L.
8 9 10 11 12 10 10.5 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Cromatograma Amostra de Referéncia FAPAS ROTA A arquivo 821 dia 6

Analysis Time
Report Time
Last Calib Update

Analysis Info

Acq Time 2018-08-05 18:00
Position 83

Dilution 1

Inj Vol 1

Sample Type Sample

Sample Chromatogram

8/14/2018 8:16 AM
8/14/2018 8:42 AM
8/14/2018 8:16 AM

Analyst Name
Reporter Name
Batch State

Data File
Sample Name
Sample Info
Acq Method File
Comment

admin
admin
Processed

821.D

FAPAS 2649 Rota A-2 - dia 6

Cd 29¢-13 - 2017
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+ TIC MRM (** -> **) 821.D
£ x105
>3
S 8
7,
6,
5,
4,
3,
2,
) \_ LL
T !\L T T T I T T \‘- T T T T T I I I I I I
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound ISTD RT Response ISTD Resp RR
3MCPD 3MCPD-D5 10.037 40925 113815  0.3596 2.0733
Compound Graphics
ISTD Compound 3MCPD-D5
+MRM (201.0 -> 150.0) 821.D Smooth 201.0 -> 150.0, 150.0 -> 93.0 , 201.0 -> 93| [+ MRM (9.813-10.345 min, 148 scans) (2..
2 x104 9:952 min. S x10 2 Ratio = 4534 (100-8.%) £ 5105 150.0
c 113 15 &/ L) I.ru "r\)‘.)-“f\IUU.U ’ g
3 14 @ Ratio = 68.8 (114.6 %) 3 5
o 3] 1.2 o
1.2 S 1
1 g 4930
08 2 08 3
0.6 g 08 u
0.4 S 04 2
0.2 l ) ]
0 k 0
0
8 9 10 11 12 8 9 10 11 12 100 120 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 821.D Smooth 196.0 -> 147.0 , 196.0 -> 91.0 , 198.0 -> 14} |+ MRM (9.755-10.862 min, 307 scans) (1..
£ x103 10.037 min. £ x10 2{Ratio-=74-5(106-4-%) £ x10° 147.0
3 40925 g 4, | Ratio=30.0(100.0 %) 3 181910
© s v © 16
’ 1 g 14
c .
15 é 0.8 !f\\ 1.2
] l 2 06 {\ 1
‘ 8 04 8'2
[}
0.5 J .\‘_ T g5 I \ 0.4
0 0 _/ =~ 0.2
0
8 9 10 11 12 10 10.5 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Cromatograma Amostra de Referéncia FAPAS ROTA B dia 06
Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admin
Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name  admin
Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State Processed
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Analysis Info

Acq Time 2018-08-05 18:37 Data File 822.D

Position 84 Sample Name FAPAS 2649 Rota B-2 - dia 6
Dilution 1 Sample Info

Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29¢-13 - 2017

Sample Type Sample Comment

Sample Chromatogram

+TIC MRM (** -> **) 822.D
x10 %+
6,
5.5
5,
45|
4
3.5
3,
2.5
2,
1.5
14

0.5 H
.r‘L [ o
6

T T T T T ! ! T T T T T T T T T T T
7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Acquisition Time (min)

Counts

Quantitation Results

Compound ISTD RT Response ISTD Resp RR Conc /
3MCPD 3MCPD-D5 10.037 27084 97059 0.2790 1.6079

Compound Graphics

ISTD Compound 3MCPD-D5
+ MRM (201.0 -> 150.0) 822.D Smooth 201.0 -> 150.0, 150.0 -> 93.0, 201.0 -> 93| |+ MRM (9.811-10.345 min, 149 scans) (2...
2 x104 9.952 min. S x10 21 Ratio =444 3 (4879 £ 5105 150.0
e X9, i e R Ratio =-444-3(98:7-% =
o : © 12 Ratio = 6[7.7 (112.8 %) 3 4
o 1 2 : o
@
© 1 357930
0.8 § 0.8 3
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0.6 2 06 )
0.4 § 0.4 15
0.2 0.2 1
0 \\ 0 A 05
| 0 >
8 9 10 11 12 8 9 10 11 12 100 120 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Target Compound 3MCPD
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+ MRM (196.0 -> 147.0) 822.D Smooth
2 y103 10.037 min.
5 27084
o
© 14 k
1.2 |
: 1
0.8 H
0.6 l
0.4 J H
0.2 H \“_
0
8 9 10 11 12
Acquisition Time (min)

196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0 , 198.0 -> 14} |+
& x102| Ratio =74.1 (105.9 %) 2
~ PO =}
g 1| Ratio=29.8 (99.2 %) 3
c
3 1
c
§ 0.8 N
s 06 R\
2 : , \
8 04
[}
Y AR N
ol_t N
10 10.5
Acquisition Time (min)

MRM (9.751-10.862 min, 309 scans) (1...
x1?§ 91.0 147.0

1
0.8
0.6
0.4
0.2

0 .

100 120 140 160 180
Mass-to-Charge (m/z)

Cromatograma do Nivel Alto 5000 pg/kg Dia 6 rota B arquivo 827

Analysis Time
Report Time

Last Calib Update

Analysis Info
Acq Time
Position
Dilution

Inj Vol

Sample Type

Sample Chromatogram

8/14/2018 8:16 AM
8/14/2018 8:42 AM
8/14/2018 8:16 AM

2018-08-05 21:37
89

1

1

Sample

admin
admin
Processed

Analyst Name
Reporter Name
Batch State

Data File
Sample Name
Sample Info
Acq Method File
Comment

827.D
Ponto Alto

Cd 29¢c-13

x10 3
3.5
3.25-]
3,
2.75-
2.5
2.25-
2,
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1.5
1.25
1,
0.75-]
0.5
0.25-]

Counts

+ TIC MRM (** -> **) 827.D
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\ \
19 20

T T T T
21 22 23 24

Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compound
3MCPD

Compound Graphics
ISTD Compound

ISTD
3MCPD-D5

3MCPD-D5

RT
10.022

Re
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+ MRM (201.0 -> 150.0) 827.D Smooth 201.0 -> 150.0, 150.0 -> 93.0 , 201.0 -> 93| [+ MRM (9.812-10.298 min, 135 scans) (2..
2 x104 9.948 min. £ x10 2| Ratio = 449.5(99.9 % £ x10° 150.0
E +16561 Py Ratio = 68.3 (113.8 % E
3 @ 12 atio .3 (113.8 %) 5} 5
O 14 e : o
@©
1.2 9 1 4934
3
1 2 08 3
0.8 2 06
= :
0.6 B 04 2
0.4 [}
0.2 L - 0.2 1
; \. o .
0 L
8 9 10 11 12 8 9 10 11 12 100 120 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 827.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0 , 198.0 -> 14} |+ MRM (9.751-10.826 min, 299 scans) (1..
£ x104 10022 min &£ x10 2 Ratio =79.7 (113.8 %) £ x10°6 147.0
3 209328 P Ratio = 29.5 (98.3 %) 3
s 12 8 12 -5 (98. 3 09
e 081910
1 3 1
1 g f‘ 0.7
0.8 H 2 0.8 I \ 0.6
0.6 ® 06 0.5
L T ! \ 0.4
0.4 =2 04
' E /1 03
0.2 0.2 / \_ 0.2
0 A 0l 0]
0 QLﬁ
8 9 10 11 12 10 10.5 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Cromatograma do Nivel Alto 5000 pg/kg Dia 6 rota B arquivo 828
Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admin
Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name admin
Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State Processed
Analysis Info
Acq Time 2018-08-05 22:14 Data File 828.D
Position 90 Sample Name Ponto Alto 5000 ppb B-1 - dia 6
Dilution 1 Sample Info
Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29¢-13 - 2017
Sample Type Sample Comment

Sample Chromatogram
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+ TIC MRM (** -> **) 828.D
g x10 %
° 3.5
© 325
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2.75-
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5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound ISTD RT  Response ISTD Resp RR
3MCPD 3MCPD-D5 10.040 79976 76908 1.0399
Compound Graphics
ISTD Compound 3MCPD-D5
+ MRM (201.0 -> 150.0) 828.D Smooth 201.0 -> 150.0 , 150.0 -> 93.0 , 201.0 -> 93| [+ MRM (9.821-10.352 min, 148 scans) (2..
2 y104 9.959 min. < x102 Ratio=452-8-(100-6-%) £ 5105 150.0
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5] 3 g 1| Ratio=68.5(114.2 %) 3
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0
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Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 828.D Smooth 196.0 -> 147.0 , 196.0 -> 91.0 , 198.0 -> 14} |+ MRM (9.749-10.931 min, 328 scans) (1..
‘2 x10 3 10.040 min. L x10 2] Ratio =/76.8 (109.7-%) g x10 ° 147.0
3 77219 e Ratio =29.1 (97.0 P%) 3
c 4 H g 12 © 3910
3 1
S 2.5
3 2 08 {\
5 [\ 2
2 g o6 I \ i
1 | T 04 / \ :
f T 02 / N !
0 0 — 0.5
0
8 9 10 11 12 10 10.5 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Cromatograma do Nivel Alto 5000 pg/kg Dia 6 rota A arquivo 829
Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admin
Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name  admin

Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State

Processed

Conc
6.005(



Analysis Info

Acq Time 2018-08-05 22:50
Position 91

Dilution 1

Inj Vol 1

Sample Type Sample

Sample Chromatogram

Data File
Sample Name
Sample Info
Acq Method File
Comment

829.D
Ponto Alto 5000 ppb A-2 - dia 6
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Cd 29¢-13 - 2017

+ TIC MRM (** -> **) 829.D
x10 37

Counts

3.25
3,
2.75-|
2.5
2.25-|
2
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0.75
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18 19

T
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T T T T
21 22 23 24

Acquisition Time (min)

Quantitation Results
Compound
3MCPD

Compound Graphics

ISTD
3MCPD-D5

RT
10.022

Response
236105

ISTD Resp RR Conc
110124 2.1440 12.3850

ISTD Compound 3MCPD-D5
+ MRM (201.0 -> 150.0) 829.D Smooth 201.0 -> 150.0, 150.0 -> 93.0, 201.0 -> 93| |+ MRM (9.808-10.298 min, 136 scans) (2...
£ x10* 9.948 min & x10 2| Ratio = 451.9(100:4 %) £ x10° 150.0
3 14 1100124 § 4o Ratio=68.2(113.7 %) 3
o e : O
1.2 @© 1 4
S 93.0
! 2 08
0.8 < = 3
o 0.6
0.6 -% 2
0.4 g 04
0.2 L x 0.2 \ 1
0 ~ 0 ®
T 0 T
8 9 10 11 12 8 9 10 11 12 100 120 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Target Compound 3MCPD
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+ MRM (196.0 -> 147.0) 829.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} |+ MRM (9.738-10.848 min, 308 scans) (1..
g x10 4 10.022 min. ;\3 x10 2 Ratio-=78-7-(+12:5-%) g x10 & 147.0
3 12 1og342 Py Ratio = 29.0 (96.8 %) 3
o ] A s 12 O 0891y
H 3 1 Al 0.7
0.8 2 9’\ 0.6
L 2 08 ’ \ o
0.6 l 2 06 0
0.4 & 04 {\ ’
I 2 /\ o
0.2 T 02 0.2
0 } L 0 / 0.1
0 QLh
8 9 10 11 12 10 10.5 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Cromatograma do Nivel Alto 5000 pg/kg Dia 6 rota B arquivo 830
Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admin
Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name admin
Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State Processed
Analysis Info
Acq Time 2018-08-05 23:26 Data File 830.D
Position 92 Sample Name Ponto Alto 5000 ppb B-2 - dia 6
Dilution 1 Sample Info
Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29c-13 - 2017

Sample Type Sample Comment

Sample Chromatogram

+ TIC MRM (** -> **) 830.D
x10 3|

Counts
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Acquisition Time (min)
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23 24

Quantitation Results
Compound ISTD
3MCPD 3MCPD-D5

Compound Graphics
ISTD Compound 3MCPD-D5

RT
10.037

Response
96209

ISTD Resp
87439

RR Conc /
1.1003 6.3540
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+ MRM (201.0 -> 150.0) 830.D Smooth 201.0 -> 150.0, 150.0 -> 93.0, 201.0 -> 93| |+ MRM (9.815-10.349 min, 149 scans) (2..
2 x104 9.956 min. < x10 2 Ratio-=454-1(100-9-%) 2 x10° 150.0
E 87439 < : 11400 S
3 1 g 1| Ratio=68.5(114.2 %) 3
8 3] . (@) 3.5
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0.2 L T o2 1
0 0 h 0.5
0 L
8 9 10 11 12 8 9 10 11 12 100 120 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 830.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} |+ MRM (9.759-10.906 min, 318 scans) (1...
2 y103 10.037 min. $ x10 2 Ratio =178-5-(112-11%) 2 x10° 147.0
S 26761 < ) DI 5
S) A o Ratio =/29.9 (99.6 %) 3
1.2
o . e : © 354910
©
l R Al ;
3 a2 08 ! \ 2.5
2 L 2 06 ! \ 2
\ 5 04 15
: i g o, // \ :
0 0= 0.5
0 QLﬁ
8 9 10 1 12 10 10.5 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Cromatograma Azeite fortificado 50 pg/kg

Analysis Time
Report Time
Last Calib Update

Analysis Info
Acq Time
Position
Dilution

Inj Vol

Sample Type

Sample Chromatogram

8/14/2018 8:16 AM
8/14/2018 8:42 AM
8/14/2018 8:16 AM

2018-08-09 08:12
26

1

1

Sample

Analyst Name
Reporter Name
Batch State

Data File
Sample Name
Sample Info
Acq Method File
Comment

admin
admin
Processe

919.D
Azeite Co

Cd 29c-1.
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+TIC MRM (** -> **) 919.D
£ x10 5
>3
8 45
4,
3.5
3,
2.5
2,
1.5
14
0.5
T T‘ T T T I T T T T T T T T I * I I I I I
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound ISTD RT
3MCPD 3MCPD-D5 10.044
Compound Graphics
ISTD Compound 3MCPD-D5
+MRM (201.0 -> 150.0) 919.D Smooth 201.0 -> 150.0, 150.0 -> 93.0 , 201.0 -> 93| |+ MRM (9.811-10.410 min, 167 scans) (2...
g x10 4 9.952 min. ;\3 x10 2 Ratio = 458.9 (102.0 %) g x10 5 150.0
5 114488 = o= 0 5
3 12 g 4 | Ratio=68.3(113.9 %) 3 5
g
1 g 1 4--93.0
0.8 2 08 3
0.6 2 06 |
0.4 § 0.4 2
0.2 \_ 0.2 1
0 0
0
8 9 10 11 12 8 9 10 11 12 100 120 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 919.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} |+ MRM (9.747-10.891 min, 318 scans) (1..
£ x10? 10.044 min. £ x10 2| Ratio =/90:0(128.6/%) £ x104 910
3 oo @ Ratio =[29.7 (99.1 %) 3
o Q 1.2 o
1 = N\ 1 147.0
l g !
0.8 = 0.8 [/\ 0.8
2 . fo\
06 o 06 /\ 0.6
04 l 3 04 / \ 0.4
0.2 T 02 7 02
0 J ll\-. ) 0= N ——— '
0
8 9 10 11 12 10 10.5 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Cromatograma Azeite fortificado 50 pg/kg
Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admin
Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name admin
Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State Processed
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Acq Time 2018-08-09 08:48 Data File 920.D
Position 27 Sample Name Azeite Contaminado 50 ppb 08/08/18 - ROTA A2
Dilution 1 Sample Info
Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29¢-13 - 2017
Sample Type Sample Comment
Sample Chromatogram
+ TIC MRM (** -> **) 920.D
£ x105 |
>
[
O 45
4,
3.5
3,
2.5+
2,
1.5
1 —
T !\\ T T T I T T I T T T T T T - I T I I I
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound ISTD RT Response ISTD Resp RR Conc
3MCPD 3MCPD-D5 10.033 2454 144336 0.0170 0.0935
Compound Graphics
ISTD Compound 3MCPD-D5
+ MRM (201.0 -> 150.0) 920.D Smooth 201.0 -> 150.0, 150.0 -> 93.0, 201.0 -> 93| |+ MRM (9.804-10.403 min, 167 scans) (2...
£ x10* 9949 min. & x10 2| Ratio = 451.7(100:4-%) £ x10° 150
3 144336 Y Ratio = 67.7 (112.8 %) 3
g 16 g 12 : : 8 6
1.4 8 1 5
1.2 g 93.0
1 g 0.8 4
0.8 © 06 3
0.6 S 04
0.4 e 2
0.2 0.2
. . 1
0 0
| 0 >
8 9 10 11 12 8 9 10 11 12 100 120 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Target Compound 3MCPD
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Conc

+ MRM (196.0 -> 147.0) 920.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} [+ MRM (9.745-10.880 min, 315 scans) (1..
£ x102 10.033 min. &£ x102| Ratio = 87.8 (125.5 %) £ x104]91.0
2 4 2454 Y Ratio = 30.6 (102.1 %) 3
o . 3 1.2 o 1.2 147.0
1.2 ] s Al ]
1 5 oosl 4\
0.8 < F ‘ 0.8
2 06
0.6 2 J\ 0.6
04 | 5 04
: J L o l \ 0.4
0.2 0.2
0 JJ \. a 0 _/ T e 0.2
0 L
8 9 10 11 12 10 10.5 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Cromatograma Azeite fortificado 50 pg/kg
Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admin
Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name admin
Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State Processed
Analysis Info
Acq Time 2018-08-09 09:24 Data File 921.D
Position 28 Sample Name Azeite Contaminado 50 ppb 08/08/18 - ROTA B1
Dilution 1 Sample Info
Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29c¢-13 - 2017
Sample Type Sample Comment
Sample Chromatogram
+ TIC MRM (** -> **) 921.D
‘UE) x10 57
3
&) 4
3.5
3,
2.5+
2
1.5
14
0.5 \
T T- T T T \L‘ T JL\ I T T T T I T I I I e I I
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound ISTD RT Response ISTD Resp RR
3MCPD 3MCPD-D5 10.055 589 59592 0.0099 0.0523

Compound Graphics

ISTD Compound

3MCPD-D5
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+ MRM (201.0 -> 150.0) 921.D Smooth 201.0 -> 150.0, 150.0 -> 93.0, 201.0 -> 93| |+ MRM (9.811-10.482 min, 187 scans) (2..
2 y103 9.959 min. £ x10 2 Ratio = 448.1(99.-6 % 2 x105 150.0
5 59592 = =6k 4 (1123 9 S
3 Q 19 Ratio = 67.4 (112.3 %) 3 25
c
5 ©
9 1 21930
4 3 os
3 1.5
2 06 ﬁ
2 =
H % 0.4 h 1
1 T o2
H\ \ 0.5
0 0
0 L
8 9 10 11 12 8 9 10 11 12 100 120 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 921.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0 , 198.0 -> 14} |+ MRM (9.766-10.869 min, 307 scans) (1...
£ x101 10.055 min. £ x10 2| Ratio = 83.6 (119.4 %) £ x103-7910
S 35 589 ~ . b, =
3 3 g 1, Ratio=27.9(92.9 %) 3 5
O 3 l e . \ O
@©
° 1
2 | S s A\ 4
1 < 06 \\ 3 147.0
AR
05 ﬁ T 02
/ J J / - 1
0 0=
0 &

\ ST
8 9 10 11 12 10 10.5 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Cromatograma Azeite fortificado 50 pg/kg

Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admin
Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name admin
Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State Processed

Analysis Info

Acq Time 2018-08-09 10:00 Data File 922.D

Position 29 Sample Name Azeite Contaminado 50 ppb 08/08/18 - ROTA B2
Dilution 1 Sample Info

Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29¢-13 - 2017

Sample Type Sample Comment

Sample Chromatogram
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+ TIC MRM (** -> **) 922.D

x10 8
4.5

Counts

4
3.5
3
2.5+
2
1.5+
1]

0.5+ L N \— . A

V.

T
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compound ISTD RT Response ISTD Resp RR Conc /
3MCPD 3MCPD-D5 10.047 648 65941 0.0098 0.0520

Compound Graphics

ISTD Compound 3MCPD-D5
+ MRM (201.0 -> 150.0) 922.D Smooth 201.0 -> 150.0, 150.0 -> 93.0, 201.0 -> 93| |+ MRM (9.817-10.457 min, 178 scans) (2...
g x10 3 9.956 min. ;\3 x10 2 Ratio = 453.1 (100.7 %) g x10 5 150.0
3 65941 g 4, | Ratio=68.1(113.5 %) 3
o 6 e : o
© 2.5
5 = 1 93.0
4 3 o8 2
3 2 06 ﬂ 1.5
2 ll § 0.4 l| 1
1 0.2
‘v\‘_ 0.5
0 0
0
8 9 10 11 12 8 9 10 1" 12 100 120 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 922.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} |+ MRM (9.744-10.801 min, 294 scans) (1..
‘2 x10 1 10.047 min. & x10 2] Ratio =08.1 (140.1-%) g x103 [91.0
3 648 o Ratio = 27.2 (90.5 %) 3
s 35 g 12 27.2 (90.5 % 3
3 S 5
25 l E L. \
: | a2 08 4
2 < \\ 147.0
15 1 .g 06 \\ 3
P \ 5 04 5
05 IR T 02 / \\\‘
s I N Lﬁ:m 1
‘ 0
8 9 10 11 12 10 10.5 11 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Cromatograma Azeite fortificado 50 pg/kg

Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admin
Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name admin
Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State Proces
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Acq Time 2018-08-09 19:12 Data File 930.D
Position 4 Sample Name Azeite (
Dilution 1 Sample Info
Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29c-
Sample Type Sample Comment
Sample Chromatogram
+ TIC MRM (** -> **) 930.D
£ x10°%
3 4
o
3.5+
3,
2.5+
2,
1.5+
14
0.5+
T T‘ T T T I T T T T T T T T T T T I = I I
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound ISTD RT
3MCPD 3MCPD-D5 10.036
Compound Graphics
ISTD Compound 3MCPD-D5
+ MRM (201.0 -> 150.0) 930.D Smooth 201.0 -> 150.0, 150.0 -> 93.0, 201.0 -> 93| |+ MRM (9.807-10.406 min, 167 scans) (2...
2 X104 9.948 min ’\? X102 Rdtio=456-5(101-4-%) 2 X105 150.0
= 127hoa S5 Ratio =456-5(101-4-%) €
3 14 @ Ratio = 67.8 (113.0 %) 3
o 3 1.2 o 5
1.2 @© 1
° 93.0
1 = 4
9 0.8
0.8 i 0.6 3
0.6 2 :
[3]
0.4 E 0.4 2
0.2
0.2 l‘\._ 1
0 0
| 0 .
8 9 10 11 12 8 9 10 11 12 100 120 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound 3MCPD
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+ MRM (196.0 -> 147.0) 930.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} [+ MRM (9.737-10.884 min, 319 scans) (1..
£ x102 10.036 min. R x10 2| Ratio =(82.7 (118.1/%) £ x104 910
2237 = o= 9
(_03) 1 H § 12| Ratio =27.6 (91.9 %) Loj) 1 147.0
< A
1 ° 1
0.8 L 5 0.8 !N\ 0.8
0.6 |] _g 0.6 ’ 1 0.6
0.4 J l § 0.4 l \ 0.4
0.2 0.2 / . 0.2
0 | ol . :
0 QLh
8 9 10 11 12 10 10.5 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Cromatograma Azeite fortificado 50 pg/kg
Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admin
Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name admin
Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State Processed
Analysis Info
Acq Time 2018-08-09 19:48 Data File 931.D
Position 5 Sample Name Azeite Contaminado 50 ppb 09/08/18 - ROTA A2
Dilution 1 Sample Info
Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29¢-13 - 2017
Sample Type Sample Comment

Sample Chromatogram
+TIC MRM (** -> **) 931.D
x10 5 |

Counts

3.5+

34

2.5+

2

1.5+

1|

] k

T i \ T T \ \ T T \ \ \ \ \ \ T \ T T T
5 6 7 8 9 i0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compound ISTD RT Response ISTD Resp RR  Conc
3MCPD 3MCPD-D5 10.040 1969 112816 0.0175 0.0961

Compound Graphics
ISTD Compound SMCPD-D5
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+ MRM (201.0 -> 150.0) 931.D Smooth 201.0 -> 150.0, 150.0 -> 93.0, 201.0 -> 93| |+ MRM (9.804-10.410 min, 169 scans) (2...
£ x104 9952 min: & x10 2| Ratio = 457.9 (101.8 %) £ x10° 150.0
S 112816 ~ iy = o = 5
3 12 g 1o Ratio=67.9 (113.1 %) 3
o e . o
©
! = 1 47930
0.8 3
2 0.8 3
0.6 2 06
© 2
0.4 l ﬁ 0.4
0.2 0.2 1
0 \ 0
0 L 3
8 9 10 11 12 8 9 10 1M 12 100 120 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 931.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} |+ MRM (9.737-10.888 min, 319 scans) (1...
£ x10? 10.040 min. & x10 2| Ratio = 84.6 (120.9/%) £ x1047910
= 1969 ~ i = 9 =
3 © Ratio = 29.7 (98.9 %) 3
o g 1.2 o 1 147.0
o 1
0.8 1 5 A 0.8
1 g 0.8
0.6 ° 06 I % 0.6
ﬁ g o {3
0.4 5 04 0.4
0.2 1 g2 / \\k
0.2
IR A AR S —
‘ 0 L
8 9 10 11 12 10 10.5 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Cromatograma Azeite fortificado 50 pg/kg

Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admin
Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name admin
Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State Processed

Analysis Info

Acq Time 2018-08-09 20:24 Data File 932.D

Position 6 Sample Name Azeite Contaminado 50 ppb 09/08/18 - ROTA B1
Dilution 1 Sample Info

Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29¢-13 - 2017

Sample Type Sample Comment

Sample Chromatogram
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Conc

+ TIC MRM (** -> **) 932.D
£ x105
3 354
© 325
3,
2.75+
2.5+
2.254
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1.75-
1.5
1.25-
1,
0.75-
0.5
0.25- IH
T l\h T T T I T L—\ T T T T T T I I I I I I
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound ISTD RT Response ISTD Resp RR
3MCPD 3MCPD-D5 10.051 606 63499  0.0096 0.0504
Compound Graphics
ISTD Compound 3MCPD-D5
+ MRM (201.0 -> 150.0) 932.D Smooth 201.0 -> 150.0 , 150.0 -> 93.0 , 201.0 -> 93| [+ MRM (9.808-10.486 min, 188 scans) (2..
2 y103 9.963 min. S x10 2 Ratio = 450-6(100-1-%) £ 5105 150.0
= Py P S Ratio=450-6-(100-1-%) c
3 6 g 4, | Ratio=66.8(111.4 %) 3
o % : o 25
5 S 1 5 93.0
4 a2 o038
<
3 2 06 1.5
2 S 04 Jl] 1
H T 02 J
\ 0.5
0 ]\-— 0
0
8 9 10 11 12 8 9 10 11 12 100 120 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 932.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} |+ MRM (9.690-10.801 min, 309 scans) (1..
2 x101 10.051 min. & x10 2| Ratio = 91.5 (130.7 %) £ x10391.0
3 o5 g 1| Ratio=287 (956 %) 3
o 3 ] 2 : \ o 5
@©
1
2'2 1 S oos \ 4
ﬁ i 0.6 ’ \\ 3 147.0
"o \ 2 o4 A\
! \ 2 TR \N ?
05 027 N~ 1
0 J \ | 0 .
0
8 9 10 11 12 10 10.5 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Cromatograma Azeite fortificado 50 pg/kg
Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admin
Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name  admin

Last Calib Update

8/14/2018 8:16 AM

Batch State

Processed



Analysis Info
Acq Time
Position 7
Dilution 1

Inj Vol 1
Sample Type Sample

Sample Chromatogram

2018-08-09 21:01

Data File

Sample Name

Sample Info

Acq Method File

Comment

933.D
Azeite Contaminado 50 ppb 09/08/18 - ROTA B2

Cd 29c-13 - 2017

202

+ TIC MRM (** ->**) 933.D

Counts
w
[¢)]
|

.

\
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T
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T
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T T
21 22

23 24
Acquisition Time (min)

Quantitation Results
Compound
3MCPD

Compound Graphics

ISTD
3MCPD-D5

RT

10.047

Response

526

ISTD Resp
60970

RR Conc /
0.0086 0.0451

ISTD Compound 3MCPD-D5
+ MRM (201.0 -> 150.0) 933.D Smooth 201.0 -> 150.0, 150.0 -> 93.0, 201.0 -> 93| |+ MRM (9.819-10.486 min, 185 scans) (2...
2 X103 9.963 min. < X102 Ratio =453 6 (100-8 9% ) 2 X105 150:
=" 60970 5 1ol Rato-sksciiosn] | | |3
8 8 12 2P  — 3 25
> g 1 93
c 2 .
4 2 08
<
3 ® 06 1.5
2 3 04 {
H . ] 1
1 \H— 0.2 \ J 05
0 0 ®
T 0 T
8 9 10 11 12 8 9 10 11 12 100 120 140 160 180 200

Acquisition Time (min)

Acquisition Time (min)

Mass-to-Charge (m/z)

Target Compound 3MCPD
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+MRM (196.0 -> 147.0) 933.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} |+ MRM (9.765-10.891 min, 313 scans) (1..
£ x10" 10-047-min & x10 2| Ratio = 1151 (164.4-%) £ x103-91.0
| 3 526 Py Ratio = 24.0 (80.0%) 3
o e 12 o 5
@©
L E e Al s
Q .
<
1.5 ll 2 06 \\\\\ 3 1470
1 5 o4 2
05 \ T 02 \\\ ]
0 J L 0 __J % g
T 0 T
8 9 10 11 12 10 10.5 1 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Cromatograma Azeite fortificado 50 pg/kg
Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admi
Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name admi
Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State Proce
Analysis Info
Acq Time 2018-08-10 14:57 Data File 959.D
Position 6 Sample Name Azeite
Dilution 1 Sample Info
Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29
Sample Type Sample Comment

Sample Chromatogram
+TIC MRM (** -> **) 959.D
x10°

Counts

3.5+
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2

1.5+

1|

b N

Py

I T T ]
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Acquisition Time (min)

Quantitation Results
Compound ISTD RT
3MCPD 3MCPD-D5 10.051

Compound Graphics
ISTD Compound 3MCPD-D5
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+ MRM (201.0 -> 150.0) 959.D Smooth 201.0 -> 150.0 , 150.0 -> 93.0 , 201.0 -> 93| [+ MRM (9.808-10.414 min, 168 scans) (2..
£ x104 9.956 min &£ x102| Ratio = 457.4 (101.6 %) £ x105 150.0
E 88418 Py Ratio = 68.0 (113.3 % E
3 @ 12 atio .0 (113.3 %) 5}
© o8 S : o 35
3 1
0.6 2 3-193.4
. 3
2 0.8 2.5
0.4 g 06 2
& 04 1.5
0.2 @ |
k 0.2 1
) : .
0 L
8 9 10 11 12 8 9 10 11 12 100 120 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 959.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0 , 198.0 -> 14} |+ MRM (9.723-10.963 min, 344 scans) (1..
£ x10! 10.05(1 min. & x10 2| Ratio = 96.6 (138.0-%) £ x104]91.0
2 g 1963 § 45| Ratio=29.3(97.5 %) 3
o e : o
7 l s 1 0.8 147.0
° | 2 os \
5 5 2 : m 0.6
4 l 2 06
3 l 3 04 I 04
f {4 £ oz / \\x 0.2
: J N gr“:»h ~ J
T 0 T
8 9 10 11 12 10 10.5 11 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Cromatograma Azeite fortificado 50 pg/kg
Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admin
Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name admin
Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State Processed
Analysis Info
Acq Time 2018-08-10 15:33 Data File 960.D
Position 7 Sample Name Azeite Contaminado 50 ppb 10/08/18 - ROTA A2
Dilution 1 Sample Info
Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29¢-13 - 2017
Sample Type Sample Comment

Sample Chromatogram
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+ TIC MRM (** -> **) 960.D
£ x10% |
>3
8
4
3.5
3,
2.5
2,
1.5
1,
> K
T ‘\k T T T I T T T T T T T T I I ‘_\ I o= I I
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound ISTD RT  Response ISTD Resp RR  Conc
3MCPD 3MCPD-D5 10.036 2139 113760 0.0188 0.1039
Compound Graphics
ISTD Compound 3MCPD-D5
+ MRM (201.0 -> 150.0) 960.D Smooth 201.0 -> 150.0, 150.0 -> 93.0 , 201.0 -> 93| |+ MRM (9.804-10.359 min, 155 scans) (2..
£ x104 9.945 min & x10 2| Ratio=454:4(101.0-%) £ x10° 150.0
3 113760 Py Ratio = 67.1 (111.9 %) 3 5
3§ 12 S 12 : : 38
@©
1 E 1 44930
0.8 2 08 3
0.6 2 06
0.4 5 o4 2
| g o,
0.2 \_ 0. 1
0 0
0
8 9 10 11 12 8 9 10 11 12 100 120 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 960.D Smooth 196.0 -> 147.0 , 196.0 -> 91.0 , 198.0 -> 14} |+ MRM (9.740-10.927 min, 330 scans) (1..
£ x102 10.036 min. £ x10 2| Ratio = 77.4 (110:5/%) £ x104]91.0
§ 1 219 § 1| Ratio =24.3 (81.1 %) § ; 147.0
] 3 1
c
0.8 ] 5 os N\ 0.8
0.4 B 04 [\
| P {1\ o4
0.2 T 02 N 02
0 JJ ]l\_ 0 _j Y )
0
8 9 10 11 12 10 10.5 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Cromatograma Azeite fortificado 50 pg/kg
Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admin
Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name  admin
Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State Processed



Analysis Info
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Acq Time 2018-08-10 16:09 Data File 961.D
Position 8 Sample Name Azeite Contaminado 50 ppb 10/08/18 - ROTA B1
Dilution 1 Sample Info
Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29¢-13 - 2017
Sample Type Sample Comment
Sample Chromatogram
+ TIC MRM (** -> **) 961.D
£ x10 54
3 3.5
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5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound ISTD RT Response ISTD Resp RR Conc
3MCPD 3MCPD-D5 10.073 377 39355 0.0096 0.0506
Compound Graphics
ISTD Compound 3MCPD-D5
+ MRM (201.0 -> 150.0) 961.D Smooth 201.0 -> 150.0, 150.0 -> 93.0, 201.0 -> 93| |+ MRM (9.811-10.558 min, 208 scans) (2...
£ x103 9.970 min. & x10 2| Ratio=442.2(98:3 % £ x10° 150.0
=1 39355 ~ in = % S
3 . § 1.2 Ratio =69.2 (115.4 %) 3 s
2.5 § 1 147930
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0 1\_ 0 J \\ 0.2
| 0 >
8 9 10 11 12 8 9 10 11 12 100 120 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Target Compound 3MCPD
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+MRM (196.0 -> 147.0) 961.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0 , 198.0 -> 14} |+ MRM (9.744-10.963 min, 338 scans) (1..
£ x101 10.073 min. * x10 27 Ratio = 19.0 (27.2 %) £ x103]91.0
3 9 37 o 1254 Ratio=244 (814 %) 3 5
T
£ o \
: s 025 /AN 3
L ‘;E 0 / )1\ 2 147.0
0.5 L T 025 / SRS ;
™~
0 | 0.5
-0.75 0 L
8 9 10 11 12 10 10.5 11 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Cromatograma Azeite fortificado 50 pg/kg
Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admin
Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name admin
Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State Processed
Analysis Info
Acq Time 2018-08-10 16:46 Data File 962.D
Position 9 Sample Name Azeite Contaminado 50 ppb 10/08/18 - ROTA B2
Dilution 1 Sample Info
Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29c-13 - 2017
Sample Type Sample Comment

Sample Chromatogram
+TIC MRM (** -> **) 962.D
x10°3 |

Counts

3,
2.75-|
2.5
2.25-|
2,
1.75
1.5
1.25
1
0.75
0.5

0.25 k
~ ?\_l. ) - . .

T \ T T T \ \ \ \ \ \ \ \ \ [ I \ T T T
5 6 7 8 9 i0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compound ISTD RT Response ISTD Resp RR Conc /
3MCPD 3MCPD-D5 10.069 300 34405 0.0087 0.0456

Compound Graphics
ISTD Compound 3MCPD-D5
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+ MRM (201.0 -> 150.0) 962.D Smooth 201.0 -> 150.0 , 150.0 -> 93.0 , 201.0 -> 93| [+ MRM (9.819-10.583 min, 212 scans) (2...
2 x10 3 9.974 min. < x10 2 | pasio = 443 6 (4869 2 x10° 150.0
c S NGO =45F35.0(96.0 /o c
3 34405 g 1o Ratio=69.8 (116.4 %) 3 14
o 2.5 s ’ o )
) = 1 1.2-93.0
2? 0.8 1
1.5 l Q0 0.6 0.8
1 5 o4 A 0.6
0.5 H’ T 02 l' 0.4
0.2
0 0
0 L =
8 9 10 11 12 8 9 10 1M 12 100 120 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
67
Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 962.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} |+ MRM (9.787-10.747 min, 267 scans) (1...
£ x10' 10.069 min ® x10 2~ Ratio = 112:0(160:0%) £ x103491.0
§ 16 300 g 1.4 Ratio 5R7:1(90:5%) § 4
1.4 1 g 12 v 35
1.2 g 1 3
! L 2 os \ 25
0.8 l o I\ :
l Eooal JN 2
0.6 \ B 04 15 147.0
0.4 & 0.2 !’ \\Lf’\\ :
| ll ’ / Py 1
0.2 0
ol I\ o 0.5
-0.2 0 th
8 9 10 11 12 10 10.5 11 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Cromatograma Azeite Contaminado 50 pg/kg

Analysis Time
Report Time
Last Calib Update

Analysis Info

8/14/2018 8:16 AM
8/14/2018 8:42 AM
8/14/2018 8:16 AM

Analyst Name
Reporter Name
Batch State

Acq Time 2018-08-14 00:05 Data File
Position 17 Sample Name
Dilution 1 Sample Info
Inj Vol 1 Acq Method File
Sample Type Sample Comment
Sample Chromatogram
+ TIC MRM (** ->**) 979.D
£ x10°
>
o
o 3.5
3,
2.5+
2,
1.5+
1 —
0.5+ r
T f\k T T T I T T T T T T \\_\ T I .-\ I = I I
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Acquisition Time (min)

admi
admi
Proce

979.C
Azeite

Cd 2¢
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Compound ISTD RT
3MCPD 3MCPD-D5 10.047
Compound Graphics
ISTD Compound 3MCPD-D5
+ MRM (201.0 -> 150.0) 979.D Smooth 201.0 -> 150.0, 150.0 -> 93.0, 201.0 -> 93| |+ MRM (9.808-10.500 min, 193 scans) (2...
£ x103 9.956 min. £ x10 2| Ratio-=470-6-(104-6-%) £ x10° 50.
3 70085 Y 1 2| Ratio = 66.9 (111.5 %) 3 3
(&] 6 e : (@]
5 g 1 25793
A é 0.8 2
3 s 08 1.5
© 0.4
2 1 g 1
1 0.2
0 k 0 \m 0.5
0
8 9 10 11 12 8 9 10 1" 12 100 120 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 979.D Smooth 196.0 -> 147.0 , 196.0 -> 91.0 , 198.0 -> 14} |+ MRM (9.719-10.938 min, 338 scans) (1..
g X101 10.047 min ;\3 X102 Ratio =77.3(110.5 %) g X103 91.0
1137 = = b
S s g 1| Relio=284 (948 ) g s
@©
5 H 1 N 6 147.0
4 § 0.8 \ 5
3 L 2 06 I \ 4
2 lll % 0.4 / 3
i 2
1 0.2
0 J ]\; 0 _../ 1
0 L
8 9 10 11 12 10 10.5 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Cromatograma do azeite fortificado com 50 ug/kg
Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admin
Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name admin

Last Calib Update

8/14/2018 8:16 AM

Batch State

Processed
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Acq Time 2018-08-14 00:41 Data File 980.D
Position 18 Sample Name Azeite Contaminado 50 ppb 13/08/18 - ROTA A2
Dilution 1 Sample Info
Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29¢-13 - 2017
Sample Type Sample Comment
Sample Chromatogram
+ TIC MRM (** -> **) 980.D
£ x105 |
>3
o
o
3.5
3,
2.5+
2,
1.5
1 —
0.5
T '\L T T T L T T T T T T \\\H_\ T I -.\ I = I I
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound ISTD RT Response ISTD Resp RR Conc
3MCPD 3MCPD-D5 10.047 1185 68775 0.0172  0.0947
Compound Graphics
ISTD Compound 3MCPD-D5
+ MRM (201.0 -> 150.0) 980.D Smooth 201.0 -> 150.0, 150.0 -> 93.0, 201.0 -> 93| |+ MRM (9.816-10.500 min, 190 scans) (2...
£ x103 9.956 min. X x10 2| Ratio = 4[72.5(105.0 %) £ x10°% 150.0
3 68175 Y Ratio = 66.8 (111.3 %) 3 3
5 3 1 257930
4 é 0.8 2
3 2 06 1.5
2 o 0.4
1 i & 0.2 1
0 \‘h o \ 0.5
0 L
8 9 10 11 12 8 9 10 11 12 100 120 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Target Compound 3MCPD
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+ MRM (196.0 -> 147.0) 980.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} |+ MRM (9.750-10.938 min, 330 scans) (1...
g x10 ! 10-%;;nin- & x10% Ratio =762 (108.8 %) £ x10 3910
3 6 § 1.2_| Ratio 530.6 (1019 %) 3 ;
5 1 g ("\ 6 147-0
4 1 § 0.8 \ 5
3 H 2 06 ! \ 4
P \ 5 o4 / \ 3
1 J 1 T 02 2
0 ) ot o 1
0 .
8 9 10 11 12 10 10.5 11 100 120 140 160 180
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Cromatograma do azeite fortificado com 50 pg/kg
Batch Data Path D:\3MCPD_2018\06_08_18\QuantResults\060818.batch.bin
Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admin
Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name admin
Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State Processed
Analysis Info
Acq Time 2018-08-14 01:18 Data File 981.D
Position 19 Sample Name Azeite Contaminado 50 ppb 13/08/18 - ROTA B1
Dilution 1 Sample Info
Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29¢-13 - 2017
Sample Type Sample Comment

Sample Chromatogram
+TIC MRM (** -> **) 981.D
x10 3]

Counts

3.25
34
2.75+
2.5+
2.25+
24
1.75+
1.5+
1.25+
14
0.75-
0.5+

0.25 N ﬂ\_l " \‘\-._ . X
6

T T T \ T T T \ \ \ \ [ [ T T T T T
7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compound ISTD RT Response ISTD Resp RR  Conc
3MCPD 3MCPD-D5 10.065 441 41366  0.0107 0.0568

Compound Graphics
ISTD Compound 3MCPD-D5
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+ MRM (201.0 -> 150.0) 981.D Smooth 201.0 -> 150.0, 150.0 -> 93.0, 201.0 -> 93| |+ MRM (9.824-10.529 min, 196 scans) (2...
2 y103 9.963 min. S x10 2 Ratio = 4656 (103.59%) 2 x10° 150
c 41"66 [ mn l,U FOO O (10U ) g
3 35 3 g 1o Ratio=69.5(115.8 %) 3 18
(@] 3 % . O 1.6
g 1 1.4-93.0
25 a2 08 1.2
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( S 04
1 © | 0.6
05 } T 02 W 0.4
0 \"‘— 0 0.2
0 L
8 9 10 11 12 8 9 10 1M 12 100 120 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 981.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} |+ MRM (9.698-10.931 min, 343 scans) (1..
‘2 x10 1 10.065 min, < x10 2_|_Ratio =/80.9 (115.6 %) g x103 [91.0
441 g i = =]
3 P Ratio =|33.6 (112.0 %) 3
1.2
o 2 g : o
| Sl f “
3 0.8
1.5 .
< \ 3
o 0.6
] 2 I\ 147.0
i 3 04 2
3]
0.5 o 0.2 I k%
. J 1 VAN SN 1
0 L

8 9 10 11 12
Acquisition Time (min)

10 10.5 11
Acquisition Time (min)

100 120 140 160 180
Mass-to-Charge (m/z)

Cromatograma do azeite fortificado com 50 pg/kg

Analysis Time 8/14/2018 8:16 AM Analyst Name admin

Report Time 8/14/2018 8:42 AM Reporter Name  admin

Last Calib Update 8/14/2018 8:16 AM Batch State Processed

Analysis Info

Acq Time 2018-08-14 01:54 Data File 982.D

Position 20 Sample Name Azeite Contaminado 50 ppb 13/08/18 - ROTA B2
Dilution 1 Sample Info

Inj Vol 1 Acq Method File Cd 29¢-13 - 2017

Sample Type Sample Comment

Sample Chromatogram

+ TIC MRM (** -> **) 982.D
x10 % |

3.25+
34
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2.5
2.25+
24
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1.5+
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14
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Counts
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T
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Acquisition Time (min)
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Quantitation Results

Compound ISTD RT Response ISTD Resp RR Conc /
3MCPD 3MCPD-D5 10.062 365 38366 0.0095 0.0503

Compound Graphics

ISTD Compound 3MCPD-D5
+ MRM (201.0 -> 150.0) 982.D Smooth 201.0 -> 150.0, 150.0 -> 93.0, 201.0 -> 93| |+ MRM (9.811-10.576 min, 212 scans) (2...
2 103 9.966 min. < x102 Ratio =453-1(100-7-%) 2 x105 150.0
3 3 § 1 o_| Ratio =66.2 (110.3 %) 3 16
25 g 1 147930
3 os 12
2 < ' 1
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Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 982.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} |+ MRM (9.762-11.017 min, 348 scans) (1..
£ x10 10.062 min. £ x10 2| Ratio-=109-7-(156-8-%) £ x10391.0
E 365 ~ iy = o =]
3 15 1 § 1 2| Ratio 32.4 (108.1 %) 3
15 l g 1 4
. | =
1.25 1 é 0.8 3
! 5 o 06 LY
0.75 H (_‘_E 0.4 ’ \\ 2 147.0
0.5 o J \
0.25 ! S =~ 1
0k J A 07#—’%;
‘ 0 *
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Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Cromatograma do azeite fortificado com 50 ug/kg

Analysis Time 8/27/2018 11:31 AM Analyst Name admin
Report Time 8/27/2018 11:41 AM Reporter Name admin
Last Calib Update 8/27/2018 11:31 AM Batch State Processed
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Acq Time 2018-08-15 12:04 Data File 1011.D
Sample Type Sample Sample Name Azeite Contaminado 50 ppb 1
Dilution 1 Acq Method Cd 29¢-13 - 2017
Position 22 Sample Info
Inj Vol 1 Comment
Sample Chromatogram
+ TIC MRM (** -> **) 1011.D
*2 x10 °7
g i
o
O 2.6
2.4
2.2+
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14
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5 6 7 8 9 i0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound ISTD Compound RT Response ISTD Re
3MCPD 3MCPD-D5 10.069 431 21876
Compound Graphics
Target Compound 3MCPD
+ MRM (196.0 -> 147.0) 1011.D Smooth 196.0 -> 147.0, 196.0 -> 91.0, 198.0 -> 14} |+ MRM (9.748-10.938 min, 330 scans) (1...
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