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Resumo

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo compostos
formados a partir da queima incompleta de material orgéanico e tém sido muito
estudados devido ao potencial carcinogénico apresentado por alguns deles. A
contaminacdo de Oleos vegetais por HPAs é bastante comum e tem sido
reportada como uma das maiores fontes de ingestdo desses compostos, pela
populacédo, através da dieta. Os HPAs podem estar presentes em diferentes tipos
de 6leo vegetal, como soja, milho, girassol, canola, gergelim, bagaco de oliva,
entre outros. O principal fator envolvido na contaminacgao desse tipo de produto
€ a etapa de secagem, tanto dos graos quanto do bagaco de oliva. Sendo assim,
0 objetivo do presente trabalho foi coletar amostras de 6leo de milho, éleo de
girassol e 6leo de canola disponiveis no comércio e analisar os produtos quanto
a presenca de 13 HPAs considerados carcinogénicos. Os niveis de HPAs nas
amostras foram determinados através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
utilizando detector de fluorescéncia. A metodologia validada se mostrou
adequada para a andlise dos 13 HPAs em amostras de 6leos de canola, girassol
e milho. O criseno (Cry) foi o HPA analisado que teve o maior nivel encontrado.
Os niveis da somatoria dos 13 HPAs variaram de 2,61 pg/kg a 38,10 pg/kg nas
amostras de 6leo de milho, ndo detectado a 30,97 pg/kg no 6leo de canola e de
0,65 pg/kg a 17,88 pg/kg no Oleo de girassol. Aproximadamente metade das
amostras analisadas apresentou niveis de HPAs acima do limite estabelecido
pela legislacdo europeia, demonstrando que ha necessidade de estabelecimento
de limites para esses compostos em Oleos e gorduras para dessa forma

minimizar a exposi¢cao da populacdo a esses compostos carcinogénicos.
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Abstract

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are compounds formed during
incomplete burning of organic material and have been extensively studied due to
their carcinogenic potential. The contamination of vegetable oils by PAH is has
been reported as one of the major sources of intake of these compounds by the
population through diet. PAHs can be found in different types of vegetable oll,
such as soy, corn, sunflower, canola, sesame, olive, among others. The main
factor involved in the contamination of this type of product is the drying stage of
the process. Therefore, the objective of the present study was to evaluate the
presence of 13 carcinogenic PAHs in samples of corn, sunflower and canola oil.
The PAH levels in the samples were determined by high performance liquid
chromatography with fluorescence detector. The validated methodology was
adequate for the analysis of the 13 PAHs in samples of canola, sunflower and
corn oils. Chrysene (Cry) was the PAH with the highest level detected. The sum
levels of the 13 PAHs ranged from 2.61 ug/kg to 38.10 ug/kg for corn oil, not
detected to 30.97 ug/kg for canola oil and 0.65 ug/kg to 17.88 ug/kg for sunflower
oil. Almoust half of the analyzed samples had levels of PAHs above the limit
established by European legislation, showing that there is need for Brazilian
legeslation to regulate the levels of these compounds in oils and fats and thus

minimize the exposure of the population to these carcinogenic compounds.
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Introducéo

A contaminacdo de Oleos vegetais por HPAs tem sido reportada como
uma das maiores fontes de ingestdo desses compostos, pela populacéo, através
da dieta (Toledo e Camargo, 1998; Moret e Conte, 2000; Teixeira et al., 2007;
Camargo et al., 2011a). Existem poucos dados a respeito da contaminacéo de
Oleos vegetais comercializados no Brasil, sendo que os niveis reportados podem
ser considerados altos se forem comparados com os limites estabelecidos pela
Comunidade Européia. Os estudos realizados no pais sdo, em sua maioria,
antigos e avaliaram a presenca de apenas um composto. Os Unicos dados
recentes e compreendendo analise de varios HPAs séo referentes a amostras
de Oleo de soja estudadas por Camargo et al. (2011b). Devido ao potencial
carcinogénico desses compostos, ao histérico de contaminacdo dos 6leos
vegetais e ao consumo regular desses produtos pela populagéo brasileira, a
presenca de HPAs nessa classe de alimentos deve ser constantemente
monitorada e avaliada.

Ha algum tempo a necessidade de estabelecimento de limites para
HPAs em alimentos tem sido manifestada por inUmeros paises no ambito do
Codex Alimentarius, sendo este tema considerado prioritario dentro do Comité
do Codex para Aditivos Alimentares e Contaminantes (CCFAC). Em func¢éo da
carcinogenicidade e genotoxicidade apresentada por esses compostos, nédo é
possivel assumir um limite minimo para sua ingestdo ou estabelecer uma
ingestdo semanal toleravel provisoria (ISTP). Diante de avaliacdo feita pelo
JECFA, o CCFAC recomendou que fossem elaboradas estratégias de modo a
minimizar a contaminacdo de alimentos (WHO, 2005).

Para proteger a saude publica e garantir a oferta de produtos seguros ao
consumidor, é de extrema importancia a realizacao de estudos que avaliem a
presenca de HPAs em alimentos e determinem a origem da contaminac¢éo, uma
vez que a literatura cientifica carece de dados referentes a concentracdo
conjunta de diferentes HPAs em amostras individuais de alimentos e bebidas de
modo que uma avaliagdo precisa da exposicdo a esses compostos possa ser

efetuada.



Frente ao exposto, a proposta do presente projeto é avaliar amostras de
6leo de milho, 6leo de girassol e 6leo de canola de diferentes marcas e lotes e
analisar os produtos quanto a presenca dos 13 HPAs considerados
carcinogénicos pelo JECFA.

Os niveis de HPAs determinados has amostras serdo comparados com
os limites maximos permitidos estabelecidos para o benzo(a)pireno em 6leo de
bagaco de oliva pela legislacdo brasileira, assim como com aqueles
estabelecidos para 4 HPAs em 6leos e gorduras pela legislacdo da Comunidade

Européia.
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Objetivos

Validar uma metodologia analitica para a determinacéo de 13 HPAs em
Oleos vegetais.

Analisar amostras de 6leo de canola, girassol e milho quanto a presenca
dos 13 HPAs considerados carcinogénicos e genotdxicos pelo JECFA, a saber:
benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, benzo(j)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, criseno, dibenzo(ah)antraceno,
dibenzo(ae)pireno, dibenzo(ah)pireno, dibenzo(ai)pireno, dibenzo(al)pireno,
indeno(1,2,3-cd)pireno e 5-metilcriseno. Os niveis de HPAs encontrados serédo
comparados com aqueles disponiveis na literatura e também com o limite
estabelecido na legislacéo brasileira para benzo(a)pireno em 6leo de bagaco de
oliva, e os estabelecidos na legislagdo da Comunidade Européia para
benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno e benzo(a)pireno em dleos e

gorduras.



Capitulo 1

Revis&o Bibliografica



1 HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS

1.1 Introducéo

Os hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs) constituem uma
ampla classe de compostos formados a partir da queima incompleta de material
organico, sao considerados importantes contaminantes ambientais (WHO, 1998;
WHO, 2005), e tem sido muito estudados devido ao potencial carcinogénico
apresentado por alguns deles. As fontes geradoras de HPAs estao divididas em
dois grupos de origem, as naturais derivadas da diagénese de precursores
naturais, atividades magmaticas em fundo oceanico, emissfes vulcéanicas,
erosdo de sedimentos continentais, combustdo espontanea da biomassa e
incéndios florestais; e as fontes antropogénicas que sao formadas pela queima
de madeira, carvao, gas natural, derivados de petrdleo, incineracao de residuos,
producéo de aluminio, ferro e aco entre outras, representando a principal forma
de emisséo de HPAs para a atmosfera (WHO, 1998; EFSA, 2008).

Os HPAs comecaram a ser estudados em 1931 com o isolamento do
benzo(a)pireno (BaP) de amostras de carvdo. Anteriormente, no ano de 1922,
foram publicados dados referentes aos riscos ocupacionais e ambientais dos
HPAs ap0s estudo demonstrar efeito carcinogénico em animais expostos a
extratos organicos de fuligem. A partir destes estudos o BaP foi identificado em
fuligem doméstica e posteriormente em material particulado ambiental, sendo
caracterizado em 1970 como um agente cancerigeno de distribuicdo mundial
(Caruso e Alaburda, 2008).

O consumo de alimentos € a maior forma de exposi¢cao da populacéo
nao fumante aos HPAs (EFSA, 2008). A contaminacdo de alimentos por HPAs
deve-se principalmente a poluicdo do ar e da agua, a sua presenca em solos
terrestres e marinhos, e a sua formacéo durante o processamento de alimentos
envolvendo defumacéo, torrefacdo e secagem direta com madeira (Bansal e
Kim, 2015; Camargo et al., 2006; Jiang et al., 2015; WHO, 1998).



1.2 Caracteristicas

Os HPAs sao formados por dois ou mais anéis aromaticos fundidos,
podendo ou ndo conter grupos substituintes ligados (Figura 1). Os HPAs séo
sélidos a temperatura ambiente e altamente lipofilicos, apresentando elevada
solubilidade em solventes organicos e uma baixa solubilidade em &gua
(Andelman e Suess, 1970; Fazio e Howard, 1983; WHO, 1998; Dabestani e
Ivanov, 1999), sendo que cerca de 500 HPAs foram detectados no ar (EFSA,
2008).

Benzo(a)antraceno Antraceno Criseno

Benzo(a)pireno Benzo(b)fluoranteno Dibenzo(ah)antraceno

Figura 1 — Estruturas quimicas de alguns HPAs

Durante o processo de formacdo dos HPAs, tanto a quantidade quanto
a sua composicao variam em funcao de fatores como as condi¢cdes de reacao,
temperatura e quantidade de ar (Gomaa et al., 1993; Caruso e Alaburda, 2008).
O principal fator para a formagéo dos HPAs é o calor, sendo responséavel pelo
aumento linear da concentracdo desses compostos na faixa de temperatura de
400 a 1000°C. Acredita-se que a combustdo envolva dois processos principais:
a pirdlise (decomposicdo dos compostos de alta massa molar em estruturas
menores, a maioria radicais livres) e a pirossintese (0os compostos formados
durante a pirdlise se recombinam para formar estruturas relativamente estaveis,
entre elas os HPASs) (Park e Penning, 2009).

1.3 Toxicidade/Metabolismo

Os HPAs podem ser absorvidos pelo pulméao, trato gastro-intestinal ou
pela pele. Sado substancias potencialmente carcinogénicas que pertencem a
classe dos pro-carcinogénicos, necessitando, portanto, de ativacdo metabdlica
para formar o carcinégeno ativo (IARC, 2010; EFSA, 2008). Nos ultimos anos

esses compostos passaram por varias avaliagdes toxicologicas e de seguranca.
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A IARC (Internacional Agency for Research on Cancer) classificou o HPA
mais conhecido e estudado (benzo(a)pireno) no grupo 1, ou seja, como
carcinogénico em humanos. Os HPAs dibenzo(a,h)anthracene e o
dibenz(a,l)pireno foram classificados no grupo 2A, ou seja, provaveis
carcinogénicos. O benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, 5-metilcriseno,
benzo(j)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, indeno(1,2,3-cd)pireno,
dibenzo(ah)pireno, dibenzo(ai)pireno foram classificados como 2B, ou seja,
possivelmente carcinogénicos. O dibenzo(ae)pireno foi classificado no grupo 3,
sendo 0s compostos pertencentes a esse grupo nao classificdveis quanto a sua
carcinogenicidade para os seres humanos (IARC, 2010).

O JECFA (Comité Conjunto FAO/OMS de Peritos em Aditivos
Alimentares) durante sua 642 reunido, realizada em 2005, avaliou o grupo dos
HPAs e concluiu que 13 desses compostos sdo claramente carcinogénicos e
genotdxicos: benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, benzo(j)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, criseno, dibenzo(ah)antraceno,
dibenzo(ae)pireno, dibenzo(ah)pireno, dibenzo(ai)pireno, dibenzo(al)pireno,
indeno(1,2,3-cd)pireno e 5-metilcriseno (WHO, 2005).

O painel de peritos em contaminantes da EFSA (European Food Safety
Authority) revisou os dados disponiveis sobre ocorréncia e toxicidade dos HPAs
e concluiu que o benzo(a)pireno, que € tradicionalmente utilizado
individualmente como marcador para a presenca de HPAs em alimentos, nao é
adequado para esse fim, e que as somatorias de 4 HPAs (HPA4:
benzo(a)pyrene, chrysene, benz(a)anthracene e benzo(b)fluoranthene) e 8
HPAs (HPAS: HPAA4, benzo(k)fluoranthene, benzo(ghi)perylene,
dibenz(a,h)antracene e indeno(1,2,3-cd)pyrene) sdo o0s indicadores mais
adequados para essa investigacdo, sendo que o HPA8 ndo agrega muito em
comparacao com o HPA4. (EFSA, 2008).

Além das avaliacdes toxicoldgicas, um total de 16 HPAs também esta
incluido em uma lista de poluentes prioritarios regulamentada pela Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA). Os HPAs incluidos na lista sdo
agueles para os quais a Agéncia desenvolveu metodologias analiticas e sao
importantes para programas regulatorios de qualidade de agua (EPA, 2014).

Uma vez absorvido pelo organismo, os HPAs passam por um processo

de oxidac&o enzimatica seguida de hidrolise com formacéao de diol-epoxidos que
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€ considerado um dos mecanismos de ativagcdo mais aceito na literatura para
bioativacdo dos HPAs carcinogénicos (Meire et al, 2007). O BaP é inicialmente
oxidado pelo citocromo P450 (CYP) mono-oxigenases para varios epoxidos. O
CYP1AL1l pode metabolizar uma vasta gama de HPAs, mas foi demonstrado que
outros CYPs, incluindo CYP1A2 e membros das familias CYP1B, CYP2B,
CYP2C e CYP3A da enzima catalisam a oxidacé&o inicial do BaP e de outros
HAPs em diferentes propor¢cdes. Os HPAs séo indutores reconhecidos das
enzimas CYP e a exposicao a eles pode, por conseguinte, influenciar o equilibrio
das enzimas de fase | e Il, que podem determinar se ocorre ou nao uma resposta
celular toxica. Os genes de CYP de mamifero que codificam CYP1A1, 1A2 e 1B1
sdo regulados em parte pelo receptor de hidrocarboneto de arilo (AhR). As
diferencas nas afinidades de AhR em ratinhos consanguineos correlacionam-se
com variagOes na indutibilidade do CYP e podem estar associadas a diferencas
no risco de cancer causados por HPAs (IARC, 2010).

1.4 Legislacéao

No Brasil, a legislacdo vigente estabelece limites apenas para o
benzo(a)pireno nas seguintes categorias de alimentos: aromatizantes/aromas de
fumaca (0,03 pg/kg no alimento final), Aguas potaveis (0,7 pg/L) e 6leo de bagaco
ou caroco de oliva (2 pug/kg) (Brasil, 2003, 2004,2007).

A comissao da Comunidade Européia, em agosto de 2011, estabeleceu
niveis maximos para benzo(a)pireno e para a soma de 4 HPAs
(benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno e benzo(a)pireno) em alguns
alimentos como: 6leos e gorduras, carnes defumadas, moluscos bivalves e
alimentos infantis a base de cereais. Na categoria de 6leos e gorduras os limites
estabelecidos foram de 2,0 pug/kg (para o benzo(a)pireno) e 10,0 pg/kg (para a
somatoria dos 4 HPASs) (CEC, 2011).

1.5 Presencaem alimentos

Por serem contaminantes formados durante o processamento dos

alimentos, os HPAs podem estar presentes em diversos grupos de alimentos.
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Alimentos infantis

O nivel de contaminacgéao das férmulas para lactentes e das formulas de
transicdo podem ser dependente tanto do nivel de contaminagdo ambiental na
area a partir da qual o leite foi colhido como das condigbes de secagem
aplicadas. Quando os alimentos para bebés sdo produzidos a partir de matérias-
primas frescas e posteriormente vaporizado e pasteurizado, a contaminacao por
HPAs pode ser também por resultado da contaminacéo ambiental de matérias-
primas, especialmente vegetais (Ciecierska e Obiedziriski, 2010).

Rey-Salgueiro et al. (2009) determinaram as concentragcdes de 11 HPAs
em 19 amostras de formulacdes infantis e 17 amostras de cereais infantis
coletados de supermercados. O benzo(k)fluoranteno foi encontrado em duas
amostras, sendo uma de leite e uma de cereal, em niveis de 0,1 e 0,3 pg/kg
respectivamente. Ndo foram detectados concentragbes que excedessem 0s
limites de benzo(a)pireno nas amostras analisadas (Rey-Salgueiro et al., 2009).

Outro estudo determinou a concentracéo de 19 HPAs em formulas para
lactentes, férmulas e transicdo e alimentos para bebés disponiveis
comercialmente. A concentracao total dos 19 HPAs variou de 0,28 a 7,45 ug/kg,
sendo que o benzo(a)pireno foi detectado em apenas dois tipos de sopas com
niveis muito inferiores ao limite maximo estabelecido no regulamento (CE) n.
1881/2006 de 1,0 ug/kg (Ciecierska e Obiedzirjski, 2010).

Frutas e verduras

A dieta humana tem nos vegetais uma das principais fontes de
contaminacd@o por BaP, principalmente quando produzidas proximas de areas
com grande concentracdo de poluentes, pois 0s componentes particulados
podem se depositar na superficie dos vegetais (Camargo e Toledo, 2002).

No estudo da contaminacéo por 10 HPAs em verduras e frutas da regiao
de Campinas - SP, foi possivel determinar o nivel médio de ocorréncia desses
compostos em altas concentracbes como em alface (13,53 pg/kg), tomate (9,50
pa/kg), repolho (8,86 pg/kg), maca (4,05 pg/kg), uva (3,77 pg/kg) e pera (3,87
Ho/kg), e esses resultados levaram a crer que a fonte de contaminacgéo foi o

trafego de automoveis e a atividade industrial proxima as areas de producéo,
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pois nas regides afastadas esses niveis médios de HPAs eram mais baixos
(Camargo e Toledo, 2003).

Chas e café

No processo de secagem das folhas de cha usando a combustdo de
madeira pode haver a formacdo de grande quantidade de HPAs que se
depositam no produto (Camargo e Toledo, 2002).

Uma investigagéo da ocorréncia da 16 HPAs em erva mate teve como
resultado niveis variando de 443 a 9001 pg/kg, sendo a etapa apds secagem a
gue apresentou 0s maiores valores (Vieira et al., 2010).

Thea et al. (2016) analisaram chas de embalagens de marcas comerciais
adquiridos em supermercados das cidades de Posadas e Buenos Aires
(Argentina). Foram analisados 8 HPAs (HPAS8: benzo(a)pireno,
benzo(a)antraceno, criseno e benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,
dibenzo(ah)antraceno, benzo(ghi)pirileno e indeno(1,2,3-cd)pireno) em infusdes
quentes e frias, tendo a soma do HPAS8 variado de 371,2 a 2438,8 ng/L e 19,2 a
937,3 ng/L respectivamente (Thea et al., 2016).

Outro estudo realizado em Buenos Aires sobre a contaminacéo de chas
(Camellia sinensis) avaliou a soma de 16 HPAs e verificou que 0s niveis estavam
entre 509,7 e 2746,5 pg/kg em massa seca (Londofio, 2015).

A presenca de HPAs em café torrado se deve principalmente ao
processo de torra. Estudo realizado por Tfouni et al. (2012) mostrou a presenca
de HPAs em café ardbica e canephora apdés o processo de torra, com
concentracfes médias da soma de 13 HPAs aumentando de 0,086 ug/kg (café
verde) para 0,172 a 0,498 ug/kg (café torrado). Outro estudo realizado com
infusdo de café cultivado na regido de Campinas-SP, Brasil, relatou
concentragdes baixas, sendo a maior variagdo de 0,011 a 0,111 pg/kg em
infusdes de Coffea canephora (Tfouni et al., 2013).
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Pao torrado

Estudo realizado na Espanha mostrou que o material utilizado durante o
processamento de torra do pao pode contribuir para a contaminagao por HPAs,
sendo que os paes torrados direto no fogo e em carvao apresentaram
concentracdes de 7 dos 11 HPAs pesquisados acima de 350 pg/kg e os paes
torrados em fornos elétricos e torradeiras ndo apresentaram contaminacéao (Rey-
Salgueiro et al., 2008).

AcuUcar

Estudo realizado no Brasil de estudo de HPAs em amostras de agUcares
refinados produzidos no periodo da queima da palha da cana, o que resultou em
contaminagao ambiental e das amostras, sendo detectadas concentragdes de 5
dos 10 HPAs pesquisados onde a variacao foi de 0,09 a 9,29 pg/kg (Camargo e
Toledo, 2002).

Anos mais tarde, ap6s a regulamentacdo da queima da palha da cana,
foram avaliadas as concentracfes de 5 HPAs em amostras de acglcar de cana
comercializado no Brasil, onde a variacédo foi de ndo detectado a 1,35 pg/kg
(Tfouni e Toledo, 2007).

Oleos vegetais

Existem muitos estudos sobre a ocorréncia de HPAs em 6leos vegetais.

A presenca de 13 HPAs foi avaliada, em amostras de Oleos de soja
coletadas na regido de Caminas-SP, e os resultados para a soma dos 13 HPAs
variou de 10,4 a 112,0 pg/kg (Camargo et al., 2011a).

Na Poldnia, um estudo verificou a presenca de 19 HPAs em Oleos
extraidos através de prensagem de fontes ndo convencionais como sementes
de amaranto, linhaca, linho comum, camelina, abdbora, sésamo, papoula,
mostarda, acafrdo, sementes pretas, borragem, primula e noz; sendo que a
soma das concentracdes dos HPAs variaram de 23,4 a 234,3 pg/kg nas amostras
de oOleos de semente de papoula e abobora respectivamente (Ciecierska e
Obiedzinski, 2013).
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Em Shandong (China), foram analisadas 242 amostras de Oleos
comestiveis quanto a presenca de 15 HPAs e foram observadas concentracdes
meédias de 54,37 ug/kg da soma desses compostos e o BaP com média de 1,28
pg/kg, menor que os limites estabelecidos pela Unido Europeia e China (JIANG
et al., 2015).

Grelhados e defumados

Um estudo realizado na Dinamarca analisou 24 HPAs em 203 amostras
comerciais de churrasco incluindo carnes bovina, suina, frango, salméo e
cordeiro; e verificou que a concentracdo da somatoria de 4 HPAs
(benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno, criseno e benzo(b)fluoranteno) foi maior no
lombo de porco (195 pg/kg) e menor no peito de frango (0,1 pg/kg). Esse estudo
também fez a andlise de 15 amostras de churrasco feitos com controle da
temperatura de cocgdo, e as concentracdes encontradas para a soma dos 4
HPAs foram menores que 0,1 pg/kg (Duedahl-Olesen et al., 2015).

Outro estudo investigou a presenca de 16 HPAs em varios alimentos
grelhados e defumados de estabelecimentos comerciais e restaurantes do
Estado do Kuwait e verificou que as amostras apresentaram concentracées
médias de BaP de 2,48 pug/kg, sendo esse valor maior do que o limite

estabelecido pela Unido Européia (Alomirah et al., 2011).

Alimentos de origem marinha

Outra grande preocupacdo é a contaminacdo de produtos de origem
marinha, pois a continua presenca desses contaminantes no meio ambiente é
consequéncia direta de sua baixa solubilidade em agua e de sua associacdo a
matéria organica de solos e sedimentos, fonte alimentar para inameros
organismos, ocasionando a incorporacao dessas substancias em diversos niveis

da cadeia alimentar (Bobeda et al., 2013).
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2 OLEOS VEGETAIS

No ano de 2005, havia no Brasil 52 unidades industriais de refino de 6leo
vegetal, em 2010 esse numero subiu para 63 unidades e em 2015 chegou a 64
unidades com uma capacidade de processamento de 137.098 ton/dia, 176.834
ton/dia e 187.304 ton/dia respectivamente.

Oleos e gorduras tém um papel fundamental na alimentacdo humana.
Além de fornecerem calorias (9kcal/g), agem como veiculo para as vitaminas
lipossoluveis, como A, D, E e K1, sédo fontes de acidos graxos essenciais como
o linoleico (dmega 6), linolénico (6mega 3) e araquiddnico, sendo este Ultimo
precursor de moduladores celulares como prostaglandinas, tromboxano e
leucotrienos; e contribuem para a palatabilidade dos alimentos (Gioielli, 1996;
Castro et al., 2004; SBC, 2013).

2.1 Tipos de Oleos

Os 0leos vegetais podem ser obtidos a partir de alguns graos, das polpas
de certos frutos e dos germes de alguns cereais, sendo que as principais fontes
sdo: coco, algodao, palma (ou dendé), azeitona, amendoim, soja, girassol, milho
e canola (Dorsa, 2004).

Por possuirem elevado teor de gorduras poliinsaturadas como
apresentado na tabela 1, os 6leos de girassol e canola atuam na prevencao de
doencas cardiovasculares. Tais 0leos sao considerados altamente salutares, e
juntamente com o de milho, alguns autores os classificam como 6leos especiais
(Freitas et. al, 1998; SBC, 2013).

Na realidade, os acidos graxos poliinsaturados produzem efeitos
especiais no organismo vivo e sdo denominados acidos graxos essenciais. Estes
acidos graxos nao podem ser sintetizados pelo organismo humano e, desta
forma, devem ser obtidos através da dieta uma vez que sdo essenciais a vida.
Estéo incluidos entre os acidos graxos essenciais os acidos linoléico (w6) e a-

linolénico (w3) (Dossié oleos, 2014).
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Tabela 1. Teor de 4cidos graxos em 6leos vegetais.

Acidos graxos

. Acidos graxos Acidos graxos N
Oleos ) poliinaturados
Saturados Monoinaturados .. UV
linoléico linolénico

Canola 6% 58% 26% 10%
Girassol 11% 2% 69% 0 -

Milho 13% 25% 61% 1%

Oliva 14% 77% 8% <1%

Soja 15% 24% 54% 7%

Fonte: Dossié 6leos, 2014.

Segundo o regulamento técnico de identidade e qualidade de éleos
vegetais refinados (IN 49/2006), considera-se 6leo de canola o 6leo refinado
obtido de sementes das espécies Brassica campestris L., Brassica napus L. e
Brassica juncea L., de girassol o Oleo refinado obtido de sementes da espécie
Helianthus annus L. e éleo de milho o éleo refinado obtido do germe dos graos
da espécie Zea mays L., e todos devem ser obtidos por meio de processos

tecnoldgicos adequados (Brasil,2006).

Oleo de canola:

A canola é uma variedade da colza (Brassica napus, B. campestres)
desenvolvida no Canada e que apresenta um baixo teor de acido erucico,
caracteristico desta planta e que a torna imprépria ao consumo como alimento
guando presente em altas quantidades (Dorsa, 2004; Dossié 6leos, 2014). Para
fins comestiveis a presenca do acido erucico ndo deve superar 2%, enquanto
que na semente da colza o teor de erdcico atinge 50% (Dorsa, 2004). Testes
biolégicos em animais revelaram o potencial de dano ao coracdo de humanos
pelo consumo de 6leo com alto conteido desse &cido graxo. Por esse motivo
foram entdo desenvolvidas variedades de colza com teores mais baixos de acido
erucico e glucosinolatos (O’Brien 2009).

O dleo de canola apresenta em sua composicéo tipica, 40% de 0leo na
semente e seu farelo tem um teor de 34% de proteina (Dorsa, 2004). Esse 6leo
contém o mais baixo teor de gorduras saturadas (7%) em comparagcdo com 0s
outros Oleos refinados, além de ter teores de gorduras monoinsaturadas de 61%
e o de poli-insaturadas de 32% (O’Brien, 2009; DOSSIE OLEOS, 2014).
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Oleo de girassol:

O girassol (Helianthus annuus) € uma planta nativa da vasta regiao
entre o Peru e o México. Planta herbacea anual da familia das compostas, a
mesma da margarida e da zinia, sendo dotada de um caule fino e ereto que
ultrapassa com frequéncia os trés metros de altura. O grande disco comumente
chamado de flor, pode passar de vinte centimetros de diametro e é considerado
pelos botanicos como um capitulo, sendo um tipo de inflorescéncia caracteristico
das compostas, constituido pelo grupamento de flores sem haste de sustentacéo
que se inserem sobre um receptaculo unico. As flores de coloracdo amarela, séo
estéreis na periferia e férteis no centro, e produzem aquénios (frutos secos), de
sementes comestiveis, muito usadas na alimentacéo de passaros (Dorsa, 2004).
O dleo de girassol € extraido das sementes (Dorsa, 2004). Apresenta
baixo teor de gorduras saturadas (10%); aproxima-se do milho quanto ao teor de
gorduras monoinsaturadas (24%), sendo o que possui maior teor de gorduras
poliinsaturadas (66%). Este teor, em sua quase totalidade, é constituido pelo
acido linoléico, o qual, embora essencial ao desempenho das funcdes
fisiolégicas do organismo humano, ndo € sintetizado pelo mesmo. O 6leo de
girassol é indicado, sobretudo, para fritura, pois, por ndo ter cheiro, ndo altera o
sabor dos alimentos (DOSSIE OLEQOS, 2014). Outra caracteristica importante é
que este Oleo € uma excelente fonte de vitamina E (Jorge, 2009).

Oleo de milho:

O milho (Zea may L.) é uma planta pertencente a familia das gramineas
e nativa das Ameéricas do Norte e do Sul (O’Brien, 2009).

O 6leo de milho é obtido do germe removido durante o processamento
do milho para a fabricacdo do amido (Dorsa, 2004). O gérmen representa 9% do
grao e contém cerca de 83% do total de lipidios (Jorge, 2009). O teor de acidos
graxos saturados presente no 6leo de milho é relativamente baixo (13%), tendo
um bom percentual de gorduras monoinsaturadas (25%) e poliinsaturadas
(62%). Os principais acidos graxos que compdem o 6leo de milho séo: acido
linoléico (34 — 62%), acido oléico (24 — 42%), acido palmitico (9 — 14%), acido
estearico (0,5 — 4%) e acido linolénico (< 2%) (Jorge, 2009). O oleo de milho é
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conhecido pela sua excelente estabilidade oxidativa. No gérmen encontram-se
concentrados os tocoferdis, dos quais alfa-tocoferol € o mais prevalente. Estas
substancias sdo fontes de vitamina E e potentes antioxidantes possuindo

importantes funcdes fisiolégicas para o organismo humano (Paes, 2008).

2.2 Processamento convencional de 6leos vegetais comestiveis

A Instrucdo Normativa numero 49 de 22 de dezembro de 2006 define o
processamento de Oleos dividido em duas etapas: o processo de extracdo como
sendo o processo aplicado a matéria-prima para extrair o 6leo, e o refino como
sendo as etapas de tratamento do 6leo bruto (produto da extracdo) que incluem
degomagem, neutralizacdo, clarificacdo e desodorizacdo para tornar o 6leo
comestivel (Brasil, 2006).

Porém a producdo de dleos vegetais a partir de grdos (sementes)
envolve as seguintes etapas de processamento: secagem dos graos,
armazenamento, preparo da matéria-prima (que pode envolver: limpeza,
decorticacdo, trituracdo e cozimento), extracdo do Oleo (que pode ser feita por
prensagem mecanica ou com solventes) e refino (que inclui as etapas de
degomagem, neutralizacéo, clarificacdo e desodoriza¢éo) (Castro, 2004).

Essas etapas podem ser executadas em unidades fabris conjugadas ou
independentes, dependendo somente de aspectos econdmicos relativos as
fontes de matéria-prima e dos centros consumidores (Dorsa, 2004).

Colheita, recebimento, secagem e estocagem.

Cada tipo de planta tem um tempo 6timo para colheita das sementes,
mas fatores como clima, tempo, doencas, insetos, aves ou mamiferos
predatérios podem exigir que a semente seja coletada em menos tempo que o
ideal (McCormack, 2004). Nesses casos, 0 produto a ser trabalhado no ano é
recebido e armazenado durante um curto periodo de tempo (Dorsa, 2004).

A primeira etapa do processo é a pré-limpeza da matéria-prima, pois
materiais estranhos reduzem o rendimento de 6leo, afeta negativamente a
qualidade do 6leo e aumenta o desgaste e os danos ao equipamento de
processamento (O’Brien, 2009; Dorsa, 2004). Os pedacos de ramos, folhas,

palhas, torrdes, poeira e etc sdo componentes tipicos do material estranho
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encontrado nos graos (Silva, 2008). A pré-limpeza é feita nas peneiras
gravitacionais (por diferenca de peso) e nas peneiras classificadoras (por
diferenca de tamanho) (Dorsa, 2004).

Para manter o produto sem deterioragdo, 0 mesmo passa por um
processo de secagem até atingir uma umidade maxima de 12%, podendo assim
seguir para a estocagem ou ir para a extracao e refino (Dorsa, 2004). A secagem
permite antecipar a colheita, minimiza a perda do produto no campo, permite
armazenagem por periodos longos e sem o perigo de deterioracdo do produto,
mantém o poder germinativo por longos periodos e impede o desenvolvimento
de microrganismos e insetos (Silva, 2008).

A secagem forcada dos graos utilizam aparelhos que apresentam um
sistema de aquecimento do ar que pode ser composto de fornalhas a lenha,
queimadores de gas, ventiladores que compdem o sistema de movimentacao e
insuflacdo de ar. E um processo que consiste na passagem forcada de ar e
ocorre por um periodo de tempo dependendo das condi¢cdes desejadas (Silva et
al., 2015).

Extracéo:

As matérias primas devem ser preparadas para a extracdo com o
objetivo de facilitar a extracdo. Para isso é necessario passar o material por
quebradores e trituradores, seguindo para o descascamento. A laminacdo é
realizada por um par de rolos cilindricos deixando os gréos bem finos e prontos
para 0 cozimento, que promove uma ruptura adicional nas sementes por meio
do calor umido, do vapor direto ou do indireto. A temperatura de cozimento varia
de acordo com a semente a ser processada. Antes de ser submetido ao processo
de prensas continuas, o material cozido deve ser secado (O’Brien, 2009).

No caso do milho, canola e girassol que apresentam elevado teor de
Oleo, a extracdo pode ser realizada por uma pré-prensagem seguida de extracao
por solvente. (Navarro e Rodrigues 2014; Antoniassi e Freitas, 2016a). A
extracdo do Oleo propriamente dita € um passo simples, sendo um processo de
lixiviar o 6leo para fora da massa ou floco contendo o solvente, geralmente o
hexano (O’Brien, 2009). Para melhor efeito da extragdo, o hexano segue contra
a corrente do material, assim o material sai do extrator sendo lavado com o

hexano puro. Dessa forma, o farelo que sobra ndo contém mais que 1% de 6leo
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(Gioielli, 1996). O solvente contendo o 6leo passa por evaporadores tubulares
verticais aquecidos a vapor com o intuito de separar o 6leo do hexano seguindo
por condensadores tubulares resfriados a agua, que tem a funcéo de recuperar
o hexano (Dorsa 2004). De maneira geral, os 0leos brutos obtidos por extracao

por solventes sdo submetidos a processo de refino (Antoniassi e Freitas, 2016Db).

Refino:

O primeiro passo do refino é a degomagem, que simplificadamente € o
processo utilizado para remover os fosfatideos ou gomas do 6leo bruto. Essa
etapa deve ser realizada para promover maior estabilidade do éleo, uma vez que
os fosfatideos também estédo ligados com parte dos metais existentes no 6leo
bruto. Assim o 6leo degomado pode ser estocado por longos periodos e facilita
o refino alcalino ou fisico (Dorsa, 2004).

O segundo passo do refino é a neutralizacdo alcalina do 6leo vegetal,
gue consiste na reacdo dos acidos graxos livres responsaveis pela acidez do
0leo, com uma solucdo de soda caustica. Estes acidos graxos serdo entao
transformados em sabdes que serdo removidos do Gleo neutro por processo
fisico feito em separadores centrifugos e de forma continua (Dorsa, 2004;
O’Brien,2009). Para reduzir o contetdo dos sabdes residuais do 6leo, é realizada
uma lavagem com agua (Dorsa, 2004).

A clarificacdo, também chamada de Branqueamento, é o terceiro passo
do processo de refino dos O6leos. De forma resumida, as funcgdes do
branqueamento sdo a reducdo dos niveis de pigmentos (cor), produtos de
oxidacdo, fosfatideos, sabdes e tracos de metais realizada através da adsorcao
destes na superficie de uma mistura de carvdo ativado e de argilas naturais
conhecidas como terra clarificante (Dorsa, 2004; O’Brien, 2009; Ramalho e
Suarez, 2013).

A Ultima etapa do processo de refino € chamada desodoriza¢éo, que tem
como finalidade a remocao de substancias que dao ao produto odor
desagradavel. Essa etapa também melhora o sabor, cor e a estabilidade do
produto, além de remover produtos indesejados como cetonas, aldeidos, alcoois,
acidos graxos livres de baixo peso molecular (Dorsa, 2004). Neste processo,

conhecido como arraste a vapor, o 6leo passa em contracorrente com vapor de
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agua. Durante este contato, o vapor retira as substancias que conferem odor ao
0leo (Ramalho & Suarez, 2013).

2.3 Consumo de 6leos no Brasil

No Brasil, os principais 0leos vegetais adquiridos para uso domeéstico
sao os de soja, milho, girassol e canola, além do azeite de oliva, obtido a partir
do fruto de azeitona (IBGE, 2010).

Segundo a ultima Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF) 2008 —
2009, sobre a aquisicao per capta anual de 6leos, por grandes regiées do Brasil,
houve maior consumo nas regides centro-oeste e sul, com mais de 8 kg por
pessoa ao ano. As regides sudeste e norte apresentaram nameros um pouco
menores, ao redor de 7 kg por habitante. A regido onde os 6leos foram menos
adquiridos foi o Nordeste, com cerca de 64% da quantidade adquirida pela regido

gue mais consumiu, conforme mostra a tabela 2 (IBGE, 2010).

Tabela 2 - Aquisicdo alimentar domiciliar per capita anual de 6leos e gorduras, por
Grandes Regides - Brasil - periodo 2008-2009

Aquisicao alimentar domiciliar per capita anual (kg)

Grupo de produtos Grandes Regides

Brasil -
Norte Nordeste Sudeste  Sul Centro

Oeste

Oleos 7104 7,126 5503 7,555 8,137 8,622
Azeite de oliva 0,178 0,081 0,063 0,293 0,151 0,124
Oleo de girassol 0,141 0,154 0,058 0,166 0,215 0,155
Oleo de canola 0,064 001 0,01 0,098 0,11 0,053
Oleo de milho 0,126 0,059 0,082 0,166 0,174 0,036
Oleo de soja 6,342 6561 5054 6,688 6,849 8,082
es%fé’iﬁnczzo 0,117 0,209 0,133 0,082 0,126 0,143
Outros 0,136 0,053 0,103 0,062 0,512 0,03

Fonte: IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenagé&o de Trabalho e Rendimento, Pesquisa de Orcamentos Familiares
2008-2009.

Nota: As quantidades de produtos adquiridos na forma liquida foram transformadas em kg, considerando-se volume igual
a peso.
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2.4 HPAs em Oleos vegetais

A contaminagéo de 6leos vegetais por HPAs € muito comum e tem sido
muito estudada ao longo dos anos, sendo reportada como uma das maiores
fontes de ingestéo desses compostos, pela populacéo, através da dieta (Toledo
e Camargo, 1998; Moret e Conte, 2000; Teixeira et al., 2007; Jiang et al., 2015).
Os HPAs podem estar presentes, e tém tido seus niveis reportados, em
diferentes tipos de 6leo vegetal, como soja, milho, girassol, gergelim, bagaco de
oliva, entre outros. Essa contaminacdo pode ocorrer de diferentes formas,
porém, o principal fator envolvido é a etapa de secagem dos grdos ou do bagaco
(Camargo e Toledo, 1998; Moret e Conte, 2000; Camargo e Toledo, 2002;
Camargo et al., 2012). Nessa etapa do processo tecnolégico pode haver a
formacdo seguida de contaminacao dos produtos a serem secos com a utilizacéao
de madeira (WHO,1998). Tal fato € ocasionado pelo contato do produto da
combustdo com os gréos ou seus 0leos (Abdel-Shafy e Mansour, 2016).

Estudos realizados apresentam niveis de HPAs em diversos tipos de
Oleos vegetais. Fromberg et al. (2007) analisaram amostras de diferentes tipos
de O6leos vegetais (como girassol, gergelim, canola e semente de uva)
provenientes de diversos paises europeus, e reportaram niveis médios de
benzo(a)pireno variando de 0,12 a 11 pg/kg. Pandey et al. (2004), por sua vez,
analisaram 296 amostras de diferentes 6leos vegetais provenientes da india
quanto a presenca de 10 HPAs, e como resultado 88,5% das amostras estavam
contaminadas com ao menos um dos HPAs estudados. Teixeira et al. (2007)
analisaram 15 HPAs em 6leos de soja e girassol comercializados em Portugal.
As amostras apresentaram niveis da somatoria dos compostos variando de 8,78
a 10,81 ug/kg.

No Oleo de bagaco de oliva, por sua vez, Ballesteros et al. (2006)
avaliaram a presenca de 4 HPAs em produtos provenientes de uma regiao da
Espanha e encontraram valores individuais que variaram de 0,5 a 88,7 pg/kg.
Sendo que Léon-Camacho et al. (2003) ja reportaram niveis de benzo(a)pireno
de até 400 ug/kg em 6leo de bagaco de oliva.

No Brasil, Toledo e Camargo (1998) avaliaram o0s niveis de
benzo(a)pireno em amostras de 6leos de milho produzidos no pais e reportaram
valores variando de néo detectado a 25,17 pg/kg. Pupin e Toledo (1996)

avaliaram os niveis de benzo(a)pireno em 6leos de milho, canola e girassol e
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encontraram valores de até 58,9 pg/kg. Em estudo recente, Camargo et al.
(2011a) avaliaram a presenca de 13 HPAs em amostras de Oleo de soja
comercializadas no Brasil. Como resultado, foram detectados, para a somatoria
dos 13 HPAs, niveis de até 122,3 pg/kg. O estudo também mostrou uma grande
variagdo nos niveis de HPAs entre as diferentes marcas analisadas, entre
diferentes lotes de uma mesma marca, assim como, entre diferentes anos
(safras) de coleta das amostras.

Camargo et al (2012) realizaram um estudo onde foi avaliada a influéncia
do processo de refino na diminuicdo dos niveis de 13 HPAs em 0leos de soja.
As analises realizadas nos produtos intermediarios (apds etapas de
neutralizacao, clarificacdo e desodorizacdo) mostraram que os niveis de todos
0s compostos diminuiram apds o processo de refino do 6leo de soja. As etapas
que mais contribuiram para a reducao foram a neutralizacdo e a desodorizacgéo.
Os autores concluiram que um programa de monitoramento nas indlstrias de

refino de Oleo seria altamente recomendavel (Camargo et al, 2012).

3 Meétodos analiticos

Existem diversos métodos para analises de HPAs em alimentos e estes
usualmente envolvem etapas de saponificacdo, extracdo com solventes, limpeza

(clean up) e determinac6es cromatogréficas.

3.1 Preparo da amostra

A preparacdo da amostra tem sido utilizada desde os primeiros tempos
da quimica como um processo necessario para a adequacdo de amostras para
torna-las passiveis de andlise. Durante muito tempo a quimica analitica dependia
fortemente da preparacdo da amostra para possibilitar as medi¢cdes. Com o
tempo, os avancos tecnoldgicos permitiram a substituicdo das antigas analises
quimicas por modernas técnicas instrumentais analiticas que sdo mais simples
e requerem um processamento menos laborioso da amostra. Uma dessas

técnicas instrumentais € a cromatografia que embora visasse reduzir a
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preparacao da amostra incorporando uma separagao poderosa dos compostos,
a preparacdo da amostra é ainda necesséria (Moldoveanu, 2004).

Nos dias atuais, as 10 preparacdes de amostras mais usadas em
técnicas cromatograficas nos setores da biotecnologia, saude (incluindo os
produtos farmacéuticos), bioenergia e ciéncia dos alimentos sédo: pesagem,
diluicdo, filtracdo, centrifugacdo, ajuste de ph, extracdo liquido-liquido,
turbilhonamento, evaporacdo, ondas sonoras e cromatografia em coluna
(Raynie, 2016).

A eficiéncia de extracdo dos HPAs depende da polaridade do solvente,
da natureza da matriz e da preparacao da amostra. As taxas de recuperacao dos
HPAs pode ser elevada quando as amostras sdo totalmente sollUveis nos
solventes organicos utilizados para a extracéao (Stolyhwo e Sikorski, 2005).

Os procedimentos de extracdo dos HPAs em amostras descritos na
literatura envolvem, em geral, as etapas de extracdo com solventes (soxhlet,
banho de ultrassom, extracdo assistida por micro-ondas ou com solventes
pressurizados —ASE), concentracéo do extrato em rota evaporador concomitante
com leve fluxo de nitrogénio e dissolugéo do extrato seco em solvente apropriado
(Cristale et al., 2008).

A extracao liquido-liquido (ELL) ainda é uma das praticas mais utilizadas
para extracdo dos HPAs das matrizes alimentares. Entretanto, o método €
bastante trabalhoso e demanda diversas etapas, intensa manipulacdo das
amostras pelos analistas e um alto custo pelo excessivo volume de solventes
(Caruso e Alaburda, 2008). Visando a reducdo de grandes quantidades de
solventes toxicos, o formato miniaturizado da ELL denominado microextracéo
em fase liquida (MEFL) aparece como uma alternativa aos protocolos
tradicionais de preparacédo de amostras (Gonzalez-Curbelo, 2013).

A extracdo em fase sélida (EFS) tem se mostrado uma ferramenta util,
nos ultimos anos, na extracao dos HPAs em alimentos e em bebidas em virtude
da praticidade, reduzido tempo de andlise e menor custo devido aos baixos
volumes de solvente empregados. Sua maior aplicacdo, ainda, esté relacionada
a etapa de purificacdo dos extratos obtidos por ELL, ultrassom ou por outros
métodos. A fase estacionaria comumente usada para a limpeza é a silica gel. A
aplicacao de ultrassom (US) para extracdo de HPAs foi uma das alternativas

empregadas por alguns pesquisadores em substituicdo a ELL, e a técnica
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consiste no banho de US com a amostra em solvente como hexano ou
ciclohexano. Dependendo da matriz, podem ser usados outros solventes como
o éter etilico, diclorometano, diclorometamo/acetona ou cloroférmio (Caruso e
Alaburda, 2008).

Sao0 poucos os trabalhos onde sdo citados os usos de extrator de
Soxhlet, extracdo acelerada com solvente (EAS) e com fluido supercritico para
analise de HPAs em agua e alimentos, porém também séo técnicas empregadas
na extracao (Caruso e Alaburda, 2008; IARC, 2010).

3.2 Determinacao cromatogréfica

Os primeiros métodos de quantificacdo de HPAs, utilizavam
espectrofotometria na regido eletromagnética do ultravioleta das fracdes de
HPAs extraidas por particdo e separadas por cromatografia em papel e camada
delgada. A identificacdo dos compostos era feita por comparacao dos espectros
de fluorescéncia e de ultravioleta dos extratos com os obtidos a partir das
solucdes padrao (Caruso e Alaburda, 2008).

A partir de 1970, a quantificacdo de BaP e outros HPAs comecou a ser
realizada por cromatografia a gas (CG) com detector de ionizacdo de chama
(DIC). Esta técnica continua sendo empregada, porém atualmente se utiliza,
preferencialmente, o detector de massas (MS). Boas separacdes podem ser
obtidas com colunas capilares de silica fundida, o que permite a anélise de
misturas bastante complexas de HPAs. As fases estacionarias mais empregadas
neste tipo de analise sdo as de metilpolisiloxanas (Caruso e Alaburda, 2008).

Os primeiros trabalhos empregando a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) foram publicados no final da década de 70 e, atualmente, tem
sido a técnica mais utilizada para a analise de HPAs e BaP em alimentos. O uso
da CLAE permitiu o desenvolvimento de métodos mais sensiveis, podendo-se
obter limites de deteccdo e de quantificacdo inferiores a 1 ppb (Caruso e
Alaburda, 2008; IARC, 2010). A CLAE é adequada para a analise de compostos
com pesos moleculares e pontos de ebulicdo mais elevados e, por conseguinte,
tem sido amplamente utilizada para analise de HPAs. Para analise de HPAs, os
detectores mais usados acoplados a CLAE sédo o ultravioleta (UV) e o

fluorescéncia (FLD). O detector FLD tem as caracteristicas de alta sensibilidade,
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alta resolucédo e baixa detecgéo, portanto o CLAE-FLD tem maior sensibilidade
para a determinagéo de HPAs exibindo efeitos fluorescentes, mas os compostos
sao identificados apenas pelo seu tempo de retencdo (Huang et. al, 2013).

O CLAE pode ser acoplado ao detector de massas, que fornece a
identificagdo do composto por meio da determinagéo da massa molecular. Esse
acoplamento de técnicas entre a CLAE com o detector de massas quadrupolo
(MS/MS), faz com que uma ampla gama de substancias em matrizes biolégicas
complexas possam ser quantificadas em niveis baixos e com alta especificidade
(Rey-Salgueiro et al., 2009).
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Avaliagdo da contaminacgéo por hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
de 6leos vegetais de canola, girassol e milho comercializados no Brasil

D. R. D. Molle; C. Abballe; F. M. L. Gomes; S. A.V. Tfouni.

Resumo

Os hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs) sdo compostos
formados a partir da queima incompleta de material orgéanico e tém sido muito
estudados devido ao potencial carcinogénico apresentado por alguns deles. A
contaminacdo de Oleos vegetais por HPAs é bastante comum e tem sido
reportada como uma das maiores fontes de ingestdo desses compostos, pela
populacédo, através da dieta. O objetivo do presente trabalho foi coletar amostras
de 6leo de canola, 6leo de girassol e 6leo de milho disponiveis no comércio e
analisar os produtos quanto a presenca de 13 HPAs considerados
carcinogénicos. Os niveis de HPAs nas amostras foram determinados através
de cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando detector de fluorescéncia. O
meétodo utilizado para avaliar os 13 HPAs foi o mesmo empregado por Camargo
et al. (2011b) para andlise de HPAs em 6leo de soja. A metodologia se mostrou
adequada para a andlise dos 13 HPAs em amostras de 6leos de canola, girassol
e milho. O Criseno (Cry) foi o HPA analisado que teve o maior nivel encontrado.
Entre as marcas de 6leos analisados, a maior variacdo encontrada dos niveis de
HPAs foi de 3,67 ug/kg a 38,10 pg/kg no 6leo de milho, seguido de 4,04 ug/kg a
27,13 pg/kg no 6leo de canola e 1,67 pg/kg a 17,00 pug/kg no 6leo de girassol.
Praticamente metade das amostras analisadas apresentou niveis de HPAs
acima dos limites estabelecidos pela legislacdo europeia, demonstrando que ha
necessidade do Brasil ter uma legislacdo determinando os niveis maximos
permitidos para estes compostos em 6leos e gorduras e dessa forma minimizar

a exposicao da populacéao.
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1 Introducéo

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo compostos
lipofilicos, de dois ou mais anéis aromaticos, formados na queima incompleta da
matéria organica. Compreendem uma familia de mais de 100 compostos, sendo
alguns suspeitos e outros confirmados de serem mutagénicos e/ou
carcinogénicos para mamiferos. O JECFA (Comité Conjunto FAO/OMS de
Peritos em Aditivos Alimentares) durante sua 642 reuniao (2005), avaliou o grupo
dos HPAs e concluiu que 13 desses compostos sao claramente carcinogénicos
e genotoxicos: benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, benzo(j)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, criseno, dibenzo(ah)antraceno,
dibenzo(ae)pireno, dibenzo(ah)pireno, dibenzo(ai)pireno, dibenzo(al)pireno,
indeno (1,2,3 cd-pireno) e 5-metilcriseno (WHO, 2005). A IARC (Internacional
Agency for Researchon Cancer) classificou o HPA mais conhecido e estudado
(benzo(a)pireno) no grupo 1, ou seja, como carcinogénico em humanos (IARC,
2010). A comissao da Comunidade Européia, em agosto de 2011, estabeleceu
niveis maximos para benzo(a)pireno e para a soma de 4 HPAs (HPA4:
benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno e benzo(a)pireno) em alguns
alimentos como: 6leos e gorduras, carnes defumadas, moluscos bivalves e
alimentos infantis a base de cereais.

A presenca de HPAs em alimentos ocorre devido a processos
envolvendo alta temperatura, como defumacao, secagem, cozimento, ou Como
resultado de contaminacdo ambiental. A contaminacdo de 6leos vegetais por
HPAs € comum e tem sido estudada ao longo dos anos, sendo reportada como
uma das maiores fontes de ingestao desses compostos pela populacdo através
da dieta (Toledo e Camargo, 1998; Moret e Conte, 2000; Teixeira et al., 2007;
Domingos e Nadal, 2015). Os HPAs podem estar presentes, em diferentes tipos
de oleo vegetal, como soja, milho, girassol, gergelim, bagaco de oliva, entre
outros. Essa contaminagdo tem como principal fator envolvido a etapa de
secagem dos graos ou do bagaco de oliva (Camargo e Toledo, 1998; Moret e
Conte, 2000; Camargo e Toledo, 2002; Camargo et al., 2012; Tfouni et al., 2014).

Assim o objetivo deste trabalho é avaliar os niveis dos 13 HPAs

considerados carcinogénicos e genotoxicos pelo JECFA em oOleos de canola,
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girassol e milho comercializados no Brasil e comparar os valores encontrados

com os estabelecidos pelas legislacbes brasileira e europeia.

2 Materiais e métodos

2.1 Materiais
2.1.1 Amostras

Foram coletadas no comeércio do Estado de S&do Paulo, amostras de 70
Oleos de diferentes marcas e lotes, sendo destes 23 unidades de 6leo de canola,
26 unidades de 6leo de girassol e 21 unidades de 6leo do milho. As amostras
foram analisadas em duplicata quanto a presenca de 13 HPAs:
benzo(a)antraceno (BaA), benzo(b)fluoranteno (BbF), benzo(j)fluoranteno (BjF),
benzo(k)fluoranteno  (BkF), benzo(a)pireno  (BaP), criseno  (Chy),
dibenzo(ah)antraceno (DahA), dibenzo(ae)pireno (DaeP), dibenzo(ah)pireno
(DahP), dibenzo(ai)pireno (DaiP), dibenzo(al)pireno (DalP), indeno(1,2,3-
cd)pireno (IcdP) e 5-metilcriseno (5-MeChy).

2.1.2 Padrdes e reagentes

Foram utilizados os padrées de HPAs das seguintes marcas: Supelco
(BaA, DahP, DahA, DalP, DaeP, BjF), Sigma-Aldrich (DaiP, BkF, Chy, BbF, BaP,
lcdP e IRMM BCR-08IR (5-MeChy).

Os solventes e reagentes de grau CLAE utilizados foram os seguintes:
hexano, n,n-dimetilformamida, metanol e acetonitrila (JT Baker). Cartuchos de
extracdo em fase sélida (SPE) (Sep-Pak C18 Vac, 500 mg, 3 ml). Filtros Millex
HV com membrana de PVDF de 0,45 um (Millipore). A agua utilizada foi obtida
atraves de um sistema de purificagdo Milli-Q (Millipore Co.).

2.2 Método
O método utilizado para avaliar os 13 HPAs foi o mesmo empregado por
Camargo et al. (2011b) para anédlise de HPAs em 6leo de soja, conforme descrito

a sequir.
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2.2.1 Extragéo e limpeza

Foi pesado 0,5 g da amostra e transferido para um funil de separacao
com 5 ml de hexano. A extracdo dos HPAs foi feita com 2 porcbes de 5 ml de
dimetilformamida-agua (9:1, v/v), e em seguida o extrato resultante foi coletado
em um tubo com tampa rosqueével, seguido de secagem sob fluxo de nitrogénio
(TurboVap LV, Caliper Life Science) até atingir aproximadamente 50% do
volume inicial. O volume restante foi diluido com 5 ml de agua.

Para a limpeza dos extratos foram utilizados cartuchos de extracdo em
fase solida (C18). Utilizando um manifold a vacuo da J. T. Barker, os cartuchos
foram ativados com 5 ml de metanol seguido de 5 ml de agua. As amostras foram
aplicadas e o cartucho lavado com 10 ml de dimetilformamida-agua (1:1, v/v)
seguido de 10 mL de agua. A &gua residual foi evaporada sob vacuo e
posteriormente os HPAs foram eluidos com 10 ml de hexano coletados em tubos
com tampa de rosca. O extrato obtido foi evaporado sob fluxo de N2 até secagem
completa e apos foi diluido em 0,5 ml de acetonitrila. O extrato final foi filtrado

(0,45 um) para posterior analise por CLAE com detector do fluorescéncia.

2.2.2 Analise cromatografica

Os compostos foram analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com deteccédo por fluorescéncia. O equipamento utilizado foi
da marca Shimadzu, constituido de bomba quaternaria LC-20AT, acoplado ao
degaseificador de solucdo DGU-20A5, injetor automético SIL-20AT, forno de
coluna CTO-20A e detector de fluorescéncia RF-10A. O volume de injecao foi de
30 uL e para a separagao foi utilizada uma coluna C18 polimérica Vydac 201
TP54 (25 cm x 4,6 mm d.i., 5um) com temperatura estavel em 30°C e um
gradiente de fase mével composto por acetonitrila-adgua a um fluxo de 1ml/min.

O gradiente de eluicdo iniciou com 70% de acetonitrila (ACN),
aumentado linearmente para 75% ACN até 20 minutos e 100% ACN até 35
minutos permanecendo de forma isocrética até os 55 minutos quando retorna a
70% ACN e permanece de forma isocratica até 70 minutos de analise finalizando
com a coluna estabilizada igual ao inicio da analise.

A deteccao foi feita através de uma programacgédo de comprimentos de
onda de excitacdo e emissao iniciando com 274/414 para o BaA, Chy e o 5-

MeChy; em 14 minutos e 30 segundos mudou para 312/507 para o BjF; em 16
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minutos mudou para 290/430 para o BbF, BKF, BaP, DalP e DahA; em 30
minutos mudou para 300/500 para o IcdP; em 33 minutos e 50 segundos mudou
para 397/403 para o DaeP e em 42 minutos mudou para 304/457 para o DaiP e
DahP.

2.3 Validagdo da metodologia analitica

Para validacdo do método analitico foram contemplados os parametros
sugeridos pelo INMETRO, a saber: limite de deteccdo (LOD), limite de
quantificacdo (LOQ), recuperacao, linearidade e repetibilidade (INMETRO,
2011).

As solucbes padrao contendo 13 HPAs em acetonitrila foram injetadas
em triplicata para a constru¢cdo de uma curva de calibracdo em sete niveis de
concentracéo (0,3; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0; 10,0 e 20,0 ng/ml), onde a &rea de cada
pico no cromatograma € proporcional a concentracao dos compostos analisados.

Para os testes de recuperacdo foi utilizado 6éleo de canola devido ele ter
apresentado as menores concentracfes de HPAs, sendo fortificado com solucéo
padrao de HPAs em 3 concentragfes diferentes (1,0; 2,0 e 5,0 pg/kg), sendo
realizadas cinco replicatas. Dessa forma foi possivel estabelecer a exatidao,
repetibilidade e a precisdo intermediaria, sendo esta Ultima realizada em dois
dias diferentes com amostras de 6leo de canola fortificado com solucéo padréo
de HPAs em concentragao de 2,0 pug/kg totalizando 10 replicatas.

Através do calculo da diferenca percentual entre as concentracdes dos
13 HPAs da amostra fortificada e da amostra branco, foi possivel estabelecer a
exatiddo. A repetibilidade do método foi avaliada pelo coeficiente de variacédo
(CV) associado as medidas de cada HPA durante os testes de recuperacdo. A
precisdo intermediaria foi avaliada pelo CV de recuperacdes em dias diferentes,
utilizando amostra fortificada no nivel de 2 pg/kg, sendo realizadas cinco
replicatas em cada dia.

O LOD foi calculado considerando os desvios padréo de sete analises
independentes de amostras de 6leo de canola fortificado com solucdo padréo
em concentracao de 1,0 pug/kg dos 13 HPAs. De acordo com a orientacdo do
INMETRO para analise em nivel de tracos, a concentra¢cdo mais baixa da curva

analitica (0,3 ng/ml) foi adotada como LOQ.
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2.4 Andlise Estatistica
Os dados foram processados no software Statistica 5.5 (Stat Soft Inc.)
para analise de variancia com um fator (one-way ANOVA) e comparacdo de

meédias (Teste Tukey) com 95% de confianca.

3 Resultados e discusséao

A metodologia utilizada se mostrou adequada para a analise dos 13
HPAs em amostras de 6leos de canola, girassol e milho. A linearidade das curvas
de calibracdo se mostrou adequada, sendo que os coeficientes de correlacao
linear (r) variaram de 0.9933 a 0.9998, conforme apresentados na tabela 1. O
limite de deteccéo (LOD) do método variou de 0,07 pg/kg (BbF) a 0,30 ug/kg
(Chy). O limite de quantificacdo (LOQ) foi de 0,30 pg/kg para a maioria dos HPASs.
O método apresentou menor sensibilidade para os compostos BjF e lcdP que
consequentemente tiveram LOD e LOQ mais altos que os demais HPAs, sendo
0 LOD de 1,95 pg/kg para o BjF e de 1,32 pg/kg para o IcdP, e LOQ de 3,0 pg/kg
para ambos. Os valores médios de recuperacdo obtidos ficaram entre 72% e
110% com um CV maximo de 20%, conforme resultados apresentados na tabela
2. Devido as recuperagOes estarem situadas na faixa de 50% a 120%, e o LOD
e 0 LOQ estarem menores que 0,3 e 0,9 pg/kg, respectivamente, a metodologia
adotada atende aos critérios de desempenho proposto pela Unido Europeia para

a analise do benzo(a)pireno em alimentos (CEC, 2007).
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Tabela 1: Parametros de validacdo da metodologia analitica para determinacéo de 13 HPAs em
Oleos vegetais (faixa linear, coeficiente de correlagdo, limites de deteccéo e quantificacdo).

HPA Faixa linear Coeficiente de LOD LOQ
(Mg/L) correlagéo (r) (Mg/kg) (Mg/kg)

BaA 0,3-20.0 0,9969 0,23 0,30
Chy 0,3-20.0 0,9970 0,30 0,30
5-MeChy 0,3-20.0 0,9957 0,26 0,30
BjF 3-200.0 0,9975 1,95 3,00
BbF 0,3-20.0 0,9962 0,07 0,30
BkF 0,3-20.0 0,9968 0,15 0,30
BaP 0,3-20.0 0,9964 0,10 0,30
DalP 0,3-20.0 0,9983 0,29 0,30
DahA 0,3-20.0 0,9961 0,18 0,30
Indeno 3-200.0 0,9958 1,32 3,00
DaeP 0,3-20.0 0,9933 0,17 0,30
DaiP 0,3-20.0 0,9989 0,23 0,30
DahP 0,3-20.0 0,9984 0,24 0,30

BaA: benzo(a)antraceno, Chy: criseno, 5-MeChy: 5 metilcriseno, BjF: benzo(j)fluoranteno, BbF:
benzo(b)fluoranteno, BkF: benzo(k)fluoranteno, BaP: benzo(a)pireno, DalP: dibenzo(al)pireno,
DahA: dibenzo(ah)antraceno, Indeno: indeno (1,2,3 cd-pireno),DaeP: dibenzo(ae)pireno, DaiP:
dibenzo(ai)pireno, DahP: dibenzo(ah)pireno.

LOD: limite de deteccdo, LOQ: limite de quantificacéo.

Tabela 2. Exatidao, repetibilidade e preciséo intermediaria para a metodologia de andlise de 13
HPAs em 6leos vegetais.

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3

(1,0 ug/kg) (2,0 ug/kg) (5.0 ug/kg) Precisdo
Intermediaria?

R(®%)! CV(%) R CV(©®%) R (%) CV (%)

BaA 75 8 85 10 92 8 4
Chy 84 14 104 6 104 9 3
5-MeChy 90 9 89 15 92 9 8
BjF 98 4 87 8 90 6 7
BbF 71 4 88 6 98 11 3
BkF 89 5 85 4 94 10 6
BaP 94 4 98 9 95 20 8
DalP 77 20 84 16 83 12 12
DahA 103 5 96 10 88 7 8
Indeno 102 4 93 6 96 6 5
DaeP 91 6 90 7 103 16 8
DaiP 110 16 106 4 101 6 6
DahP 105 8 106 7 106 4 6

BaA: benzo(a)antraceno, Chy: criseno, 5-MeChy: 5 metilcriseno, BjF: benzo(j)fluoranteno, BbF:
benzo(b)fluoranteno, BKF: benzo(k)fluoranteno, BaP: benzo(a)pireno, DalP: dibenzo(al)pireno,
DahA: dibenzo(ah)antraceno, Indeno: 1,2,3 cd-pireno, DaeP: dibenzo(ae)pireno, DaiP:
dibenzo(ai)pireno, DahP: dibenzo(ah)pireno.

CV: coeficiente de variagéo, R: recuperacéo

I média de 5 replicatas.

2 média de 10 replicatas
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Conforme resultados apresentados na tabela 3, o Chy foi o HPA que
apresentou a maior média de concentracdo entre todos os tipos de 06leos,
variando de nédo detectado a 13,11 ug/kg, seguido pelo BaP com concentracfes
variando de néo detectado até 7,46 ug/kg. Os compostos DaiP e DahP, por sua
vez, ndo foram detectados em nenhuma das amostras analisadas.

A legislacédo brasileira ndo estabelece limites méximos permitidos para
HPAs em 6leos vegetais, com excecao do 0leo de bagaco de oliva, cujo limite é
de 2,0 pg/kg para o BaP (Brasil, 2003). A legislacdo da Comunidade Europeia
por sua vez estabelece limites para BaP e HPA4 de 2,0 pg/kg e 10 pg/kg,
respectivamente (CEC, 2011). Das 71 amostras analisadas, verificou-se que os
limites estabelecidos para o HPA4 e BaP foram ultrapassados em 34 e 36
amostras respectivamente. Levando essas informacdes em consideracdo, pode-
se observar que os niveis de BaP detectados podem ser até 3 vezes maiores do
gue o estabelecido nas legislagdes. Adicionalmente, os dados obtidos mostram
gque metade das amostras analisadas continham concentracbes de BaP
superiores ao limite estabelecido na legislacdo. Em relacédo aos niveis de HPA4
encontrados, 66% das amostras apresentaram niveis acima do permitido pela

legislag&o europeia.
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Tabela 3: Niveis de Hidrocarbonetos Policiclicos Arométicos (HPAs) em diferentes tipos de 6leos vegetais.

Média (ug/kg)
(faixa de variagao)

BaA Chy 5-MeChy BjF BbF BkF BaP DalP DahA Indeno DaeP S 13 HPAs HPA4
canola 1,99 3,84 1,15 0,27 2,03 0,44 2,82a 0,20 13,56 a 11,18 a
(n=23)  nd-469 nd-794 nd-277 nd-3,67 nd-478 nd-105 nd-6,25 nd nd nd - 3,20 nd nd-31,70 nd-22,15
girassol 1,31 2,68 0,74 . 1,12 0,26 1,39b . i i 0,01 7,56 b 6,52 b
(n=26) nd - 3,39 nd-6,36 nd-229 0,29-2,48 nd-054 0,31-3,27 nd-049 0,65-17,88 0,65-15,61
milho 3,06 6,04 1,63 0,43 2,70 0,57 3,03a 0,02 0,02 0,65 0,10 17,20 a 14,19 ¢

(n=22)  0,41-6,67 1,14-13,11 nd-3,51 nd-3,05 057-540 nd-1,12 0,27-7,46 nd-048 nd-043 nd-353 nd-1,15 2,61-38,23 2,61-30,98

Valores assinalados com a mesma letra na mesma coluna nao diferem significativamente (p<0,05).

BaA: benzo(a)antraceno, Chy: criseno, 5-MeChy: 5 metilcriseno, BjF: benzo(j)fluoranteno, BbF: benzo(b)fluoranteno, BkF: benzo(k)fluoranteno, BaP:
benzo(a)pireno, DalP: dibenzo(al)pireno, DahA: dibenzo(ah)antraceno, Indeno: 1,2,3 cd-pireno, DaeP: dibenzo(ae)pireno, DaiP: dibenzo(ai)pireno, DahP:
dibenzo(ah)pireno.

nd: ndo detectado
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As tabelas 4, 5 e 6 apresentam os valores médios obtidos para BaP,
HPA4 e somatéria de 13 HPAs nas diferentes marcas de 6leos avaliadas. Entre
as marcas de Oleo de canola analisadas (tabela 4), observa-se que 50% delas
ultrapassaram o limite estabelecido pela comunidade européia de 10 pg/kg para
HPA4, enquanto que 70% das marcas apresentaram média de BaP acima de 2
pg/kg. O 6leo de milho por sua vez (tabela 5) apresentou 78% das marcas com
niveis de HPA4 e BaP acima dos limites da legislacdo. Embora o 6leo de girassol
tenha sido o tipo de 6leo que apresentou as menores concentracdes entre 0s
trés tipos analisados, a tabela 6 mostra que 40% das marcas tiveram suas
concentracdes acima do determinado pela legislacao europeia para HPA4 e 10%
ultrapassaram a concentracéo de 2 pg/kg de BaP.

Os valores das médias de HPA4 das marcas analisadas variaram de
1,40 pg/kg (Girassol, marca L) a 27,79 pg/kg (Milho, marca J). Tais resultados
estdo em consonancia com os valores encontrados em outros estudos como 0s
de Ciecierska e Obiedzinski, 2013 que analisaram 6leos ndo convencionais de
sementes de amaranto, linhaca, linho comum, camelina, abdbora, sésamo,
papoula, mostarda, acafrdo, sementes, borragem, primula e noz e tiveram

resultados variando de ndo detectado a 35,03 pg/kg.
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Tabela 4: Niveis de hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs) em diferentes

marcas de 6leos de canola.

Média (ug/kg)*

Marcas 13 HPAs HPA4 BaP
A (n=1) 4,04 c 4,04 b 0,82 ab
B (n=1) 13,11 bc 12,11 ab 2,73 ab
C (n=2) 19,08 ab 14,94 ab 3,60 ab
D (n=3) 9,56 bc 8,03 b 1,40 b
E — — —

F (n=1) 5,45 bc 4,76 b 0,84 b
G (n=3) 6,85 bc 552b 0,93 b
H (n=3) 8,94 bc 7,71 b 2,05b
I (n=3) 12,06 bc 10,46 b 2,60 b
J — — —

K (n=3) 17,40 b 14,94 ab 3,67 ab
L (n=3) 27,13 a 20,34 a 5,52 a

Valores assinalados com a mesma letra na mesma coluna ndao diferem significativamente

(p<0,05).

1Média de n lotes em duplicata

Tabela 5: Niveis de hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs) em diferentes

marcas de 6leos de milho.

Média (ug/kg)*

Marcas 13 HPAs HPA4 BaP

A (n=3) 29,70 ab 22,42 a 5,90 a

B — — —

C — — —

D (n=3) 14,71 cd 12,76 bc 2,37 cde
E (n=3) 14,81 cd 13,14 bc 2,87 bcd
F (n=2) 11,31 de 10,05 bcd 1,83 de
G — — —

H (n=2) 19,97 bcd 16,80 abc 3,00 bcd
I (n=3) 23,02 bc 19,44 ab 4,12 abc
J(n=1) 38,10 a 27,79 a 5,57 ab
K(n=2) 9,96 de 8,67 cd 1,93 cde
L (n=3) 3,67 e 3,37d 0,60 e

Valores assinalados com a mesma letra na mesma coluna ndo diferem significativamente

(p<0,05).

1 Média de n lotes em duplicata
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Tabela 6: Niveis de hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs) em diferentes
marcas de 6leos de girassol.

Média (ug/kg)*

Marcas 13 HPAs HPA4 BaP
A(n=2) 6,03 bc 523b 1,34 abc
B (n=3) 14,43 a 12,23 a 2,46 a
C — — —

D (n=3) 2,83 ¢ 2,62b 0,53 c
E (n=3) 3,20 bc 2,66 b 0,65 c
F (n=2) 17,00 a 14,98 a 253 a
G — — —

H (n=3) 6,77 bc 573b 1,64 abc
I (n=3) 5,16 bc 4,47 b 1,13 bc
J(n=1) 13,22 ab 11,26 a 1,97 ab
K (n=3) 11,70 ab 10,21 a 2,02 abc
L (n=3) 1,67 c 1,40 b 0,35¢c

Valores assinalados com a mesma letra na mesma coluna ndao diferem significativamente
(p<0,05).
1Média de n lotes em duplicata

Os resultados obtidos mostram que houve variacdo nas concentracoes
de HPAs entre os diferentes tipos de 6leo estudados, entre as diferentes marcas
de um mesmo tipo de 6leo e entre os diferentes lotes de uma mesma marca.
Considerando os diferentes tipos de 6leo apresentados na tabela 3, o de girassol
foi 0 que apresentou estatisticamente (p<0,05) os menores niveis médios da
soma dos 13 HPAs, de HPA4 e de BaP, sendo 7,56 ug/kg, 6,52 ug/kg e 1,39
pg/kg, respectivamente. Nao houve diferenca significativa entre os resultados
obtidos para o 6leo de canola (13,56 ug/kg, 11,18 ug/kg e 2,82 ug/kg) e o de
milho (17,20 pg/kg, 14,19 ug/kg e 3,03 pg/kg).

Comparando com outro estudo que analisou 6leo de soja, onde as
médias encontradas para os 13 HPAs o BaP foram de 10,4 a 112,0 pg/kg e 0,5
a 15,8 ug/kg respectivamente (Camargo et al. 2011a), os valores obtidos em
6leos de canola, milho e girassol foram menores.

As tabelas 4, 5 e 6 apresentam as diferencas estatisticas (p > 0,05) entre
as diferentes marcas de 6leos analisadas, sendo que os valores médios para a
somatoria dos 13 HPAs variou de 4,04 ug/kg a 27,13 pg/kg (6leo de canola), 3,67
pg/kg a 38,10 pg/kg (6leo de milho) e 1,67 pg/kg a 17,00 pg/kg (6leo de girassol).
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Essas variagdes podem ser explicadas devido ao fato de o Brasil possuir grandes
extensdes de terra e haver muitas origens geogréficas para as matérias primas,
sendo algumas mais sujeitas a contaminacdo ambiental do que outras. Outro
fato que deve ser considerado séo as diferencas na producao, podendo haver a
formacao de HPAs durante o processo de fabricacdo, pois na etapa de secagem
dos graos séo utilizados diferentes fontes de calor e controles de temperatura.
Na tabela 7 estdo apresentados os resultados dos diferentes lotes da
mesma marca de cada tipo de Oleo e suas diferencas estatisticas significativas
(p > 0,05). De todos os lotes analisados, a concentracdo média dos 13 HPAs
variaram entre ndo detectado (6leo de canola, marca G, lote 1) a 38,23 ug/kg
(6leo de milho, marca A, lote 3). Tais resultados estdo compativeis com 0s
resultados observados em outros estudos. Tfouni et al. (2014) detectaram a
soma dos 13 HPAs em 6leos compostos em concentragcfes variando de 2,59
ug/kg a 85,30 ug/kg. Camargo et al. (2011 a) reportou niveis da somatéria dos
13 HPAs em Oleos de soja com variacdes de concentracfes de 10,4 ug/kg até
112,0 pg/kg. Teixeira et al. (2007) ao analisar concentracdes de 15 HPAs em
Oleos de girassol, soja e azeite de oliva virgem comercializados em Portugal,

verificaram variacdo entre as amostras de 8,78 ug/kg até 26,35 ug/kg.

Tabela 7: Niveis da somatéria de 13 hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) em
lotes de diferentes marcas de 6leos de canola, girassol e milho.
Média (ug/kg)?!
Oleo de canola Oleos de girassol Oleo de milho

Marca lotel lote2 lote3 lotel lote2 lote3 lote 1 lote 2 lote 3
A 4,04 - - 1,54 b - 10,58a 26,06b 24,93b 38,23a
B - - - 8,65¢c 17,05b 17,63a - - -

C 16,00b 22,50a s/a - - - - - -

D 11,51a 5,62b 11,58a 2,81b 3,05a 264c 7,82¢c 16,68b 19,65a
E - - - 2,88c 3,69a 3,02b 10,12b 17,02a 17,08a
F 5,45 - - 16,10b 17,88 a - 11,00b 11,65a -
G
H
|
J
K
L

Ndc 7,20b 13,35a - - - - - -
7,57c 11,45a 7,91b 2,57c 7,72b 10,00a 19,18a 20,24a -
11,84b 9,18c 15,31a 1,69c 6,37b 7,41a 18,77b 14,59b 35,61a
- - - 13,22 - - 38,10 - -
3,98¢c 25,81a 22,42b 13,88a 8,80c 12,21b 6,09b 13,88a -
31,70a 21,87b 30,36a 249a 0,65c 1,78b 519a 2,61b 3,01c
Valores assinalados com a mesma letra na mesma linha entre as colunas dos trés lotes do
respectivo 6leo ndo diferem significativamente (p<0,05).
1Média de duplicata
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4 Conclusdes

Os resultados obtidos a partir dos testes de recuperacao, linearidade,
limites de deteccdo e quantificacdo indicam que a metodologia é adequada e
pode ser utilizada para analise dos 13 HPAs estudados em 0leos de canola,
girassol e milho.

Entre as amostras analisadas, praticamente metade apresentou
concentracbes de HPAs acima dos limites estabelecidos pelas legislactes
brasileira e europeia, indicando que os 6leos vegetais continuam sendo uma
classe de produtos passivel de contaminag¢do por esses compostos.

E recomendado que as empresas produtoras de oOleos busquem
alternativas no processamento destes produtos de modo a reduzir os niveis de
contaminacdo por HPAs. Adicionalmente, € de grande importancia que as
autoridades estabelecam limites maximos permitidos para HPAs em 6leos

vegetais.
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Anexo 1
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Figura 1: Cromatograma, obtido por CLAE, referente a amostra fortificada com 5 ppb (a), solugéo
padrdo 5 ppb (b) e amostra de 6leo vegetal (c). Coluna polimérica C18 Vydac 201 TP 54 (25 cm
X 4,6 mm d.i., 5um), vazao: 1ml/min de fase mdvel composto por acetonitrila-agua com gradiente
de eluicdo; temperatura: 30°C; deteccao por fluorescéncia com programacao de comprimento de

onda.
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Anexo 2

Tabela: Niveis dos Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) encontrados nas marcas de 6leos de canola.

Média (ug/kg)'

(faixa)
Marcas BaA Chy 5-MeChy BjF BbF BkF BaP Indeno 13 HPAs 4 HPAs
Al 0,70 1,57 nd nd 0,95 nd 0,82 nd 4,04 4,04
B! 2,47 4,83 0,40 nd 2,08 0,48 2,73 nd 13,11 12,11
2 3,10 5,49 2,02 1,48 2,75 0,65 3,60 nd 19,08 14,94
2,04-4,17 4,24-6,73 1,69-2,35 nd - 2,95 1,87-3,64 0,51-0,79 2,38-4,82 15,67 -22,50 10,53-19,36
1,43 3,67 1,21 nd 1,53 0,32 1,40 nd 9,56 8,03
D3 0,82-1,79 2,13-4,58 0,44-2,25 0,77-2,12 0,19-0,46 0,76-2,09 5,62-11,58 4,47 - 10,59
= 1,05 2,03 0,44 nd 0,84 0,25 0,84 nd 5,45 4,76
G 1,07 2,50 1,13 nd 1,01 0,20 0,93 nd 6,85 5,52
nd-2,16 nd - 4,70 nd-2,24 nd-1,93 nd-0,38 nd-1,94 nd - 13,35 nd - 10,73
e 1,29 2,53 0,81 nd 1,85 0,42 2,05 nd 8,94 7,71
0,96-1,86 1,90-3,18 0,39-1,14 1,48-2,26 0,37-0,51 1,37-2,49 7,47 - 11,45 6,63-9,79
3 1,81 3,77 1,16 nd 2,24 0,48 2,60 nd 12,05 10,42
I 1,31-2,41 2,24-4,64 0,74-1,61 1,72-2,60 0,43-0,56 1,74-3,70 9,18 -15,31 7,64 -13,14
@ 3,24 5,23 1,83 nd 2,80 0,63 3,67 nd 17,41 14,94
0,75-4,69 1,22-7,94 0,18-2,77 0,81-4,18 0,29-0,89 0,73-5,34 3,98 - 25,81 3,51-22,15
13 3,77 6,75 2,46 1,22 4,29 0,98 5,52 2,04 27,13 20,34
345-4,01 6,36-696 2,43-2,49 nd - 3,67 3,75-4,78 0,88-1,05 4,95-6,25 nd - 3,20 21,87-30,97 18,51-21,55

BaA: benzo(a)antraceno, Chy: criseno, 5-MeChy: 5 metilcriseno, BjF: benzo(j)fluoranteno, BbF: benzo(b)fluoranteno, BkF: benzo(k)fluoranteno, BaP:
benzo(a)pireno, DalP: dibenzo(al)pireno, DahA: dibenzo(ah)antraceno, Indeno: 1,2,3 cd-pireno, DaeP: dibenzo(ae)pireno, DaiP: dibenzo(ai)pireno, DahP:
dibenzo(ah)pireno. nd: ndo detectado. ! n=1 (1 lote), >n=2 (2 lotes), 3 n=3 (3 lotes).
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Anexo 3

Tabela: Niveis dos Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) encontrados nas marcas de dleos de girassol.

Média (ug/kg)'

(faixa)
Marcas BaA Chy 5-MeChy BbF BkF BaP DaeP 13 HPAs 4 HPAs
A2 0,95 1,91 0,58 1,04 0,22 1,34 nd 6,03 5,23
0,22 -1,68 0,62 -3,19 nd-1,15 0,32-1,75 nd - 0,44 0,31-2,37 1,48 -10,58 1,48 - 8,98
2,66 5,11 1,73 1,99 0,47 2,46 nd 14,43 12,23
B® 1,66 - 3,39 3,38-6,36 0,66 - 2,29 1,24 -2,48 0,35-0,54 1,31-3,27 8,61-17,63 7,59 - 14,83
D3 0,44 1,13 0,15 0,52 0,05 0,53 nd 2,83 2,62
0,42-0,47 1,02-1,24 nd - 0,24 0,46 - 0,55 nd-0,15 0,47 -0,63 2,64 - 3,05 2,58-2,66
£ 0,46 1,07 0,41 0,49 0,12 0,65 nd 3,20 2,66
0,41-0,48 0,98-1,18 0,30-0,56 0,41-0,63 nd-0,19 0,50-0,78 2,88 - 3,69 2,47 -2,94
3,24 6,94 1,52 2,28 0,50 2,53 nd 17,00 14,98
F2 3,10-3,38 6,75-7,12 1,28-1,75 2,10-2,45 0,49-0,52 2,40 - 2,66 16,12-17,88 14,35 - 15,61
3 0,98 1,76 0,57 1,35 0,30 1,64 0,16 6,77 5,73
0,39-1,47 0,01-2,89 nd - 0,97 0,49-1,81 nd - 0,47 0,69-2,42 nd - 0,49 2,58 -10,00 2,58 -8,59
2 0,81 1,66 0,48 0,87 0,22 1,13 nd 5,16 4,47
0,28 -1,15 0,68 - 2,46 nd - 0,75 0,34-1,15 nd- 0,36 0,40-1,54 1,71-7,41 1,71-6,30
i 2,44 5,00 1,49 1,85 0,47 1,97 nd 13,22 11,26
e 2,36 4,25 1,07 1,58 0,42 2,02 nd 11,70 10,21
1,66 - 2,94 3,01-5,60 0,67-1,35 1,42-1,68 0,37-0,52 1,68-2,23 8,80 - 14,09 7,76 - 12,37
13 0,08 0,62 0,15 0,35 0,07 0,35 nd 1,67 1,40
nd - 0,23 nd-1,13 nd - 0,44 0,29-0,45 nd-0,21 0,33-0,36 0,65 - 2,59 0,65-1,78

BaA: benzo(a)antraceno, Chy: criseno, 5-MeChy: 5 metilcriseno, BjF: benzo(j)fluoranteno, BbF: benzo(b)fluoranteno, BkF: benzo(k)fluoranteno, BaP:
benzo(a)pireno, DalP: dibenzo(al)pireno, DahA: dibenzo(ah)antraceno, Indeno: 1,2,3 cd-pireno, DaeP: dibenzo(ae)pireno, DaiP: dibenzo(ai)pireno, DahP:
dibenzo(ah)pireno. nd: ndo detectado. ! n=1 (1 lote), 2n=2 (2 lotes), 3 n=3 (3 lotes).
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Tabela: Niveis dos Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) encontrados nas marcas de 6leos de milho.

Anexo 4

Média (ug/kg)'

(faixa)
BaA Chy 5-MeChy BjF BbF BkF BaP Indeno DaeP 13 HPAs 4 HPAs
3,94 8,22 2,66 1,02 4,36 0,89 5,90 2,33 0,38 29,70 22,42
A* 3,04-536 6,59-9,17 2,23-3,05 nd-3,05 296-540 0,71-1,07 4,63-7,46 nd-3,53 nd-1,15 24,93-27,40 19,35-27,40
D3 2,84 5,56 1,19 nd 1,98 0,44 2,37 nd 0,17 14,71 12,76
1,43-3,90 3,36-7,35 0,35-1,71 1,33-2,36 0,31-0,51 1,04-3,35 nd - 0,50 7,82-19,65 7,16-16,97
£ 2,89 5,36 1,06 nd 2,02 0,45 2,87 nd 0,16 14,81 13,14
2,19-3,33 4,46-5,83 0,60-1,53 1,23-2,47 0,30-0,55 1,56-3,58 nd-0,47 10,33-17,08 9,44-15,00
2,32 4,18 0,84 nd 1,72 0,42 1,83 nd nd 11,31 10,05
F2  2,32-2,32 3,71-4,65 0,68-0,99 1,58-1,86 0,41-0,44 1,33-2,32 10,98 -11,65 9,89-10,22
2 3,26 7,15 2,27 nd 3,39 0,69 3,00 nd nd 19,97 16,80
3,12-3,40 7,01-7,28 1,99-2,55 3,37-3,41 0,67-0,71 2,98-3,11 19,71-20,24 16,61-16,99
P 3,95 7,85 2,30 nd 3,52 0,78 4,12 0,39 0,11 23,02 19,44
2,14-6,67 3,99-13,11 1,29-3,51 2,23-4,89 0,52-1,12 2,94-6,31 nd-1,17 nd-0,32 14,59-35,61 11,30-30,98
1 6,01 11,15 3,36 2,85 5,07 0,97 5,57 3,12 nd 38,10 27,79
K2 1,74 3,41 0,86 nd 1,59 0,43 1,93 nd nd 9,96 8,67
1,02-2,46 2,29-4,53 0,34-1,39 1,01-2,18 0,33-0,53 1,07-2,79 6,05-13,88 5,38-11,96
3 0,63 1,47 0,10 nd 0,67 0,08 0,60 nd 0,11 3,67 3,37
0,41-092 1,14-190 nd-0,29 0,57-0,82 nd-0,25 0,27-0,87 nd - 0,34 2,61-5,38 2,61-4,51

BaA: benzo(a)antraceno, Chy: criseno, 5-MeChy: 5 metilcriseno, BjF: benzo(j)fluoranteno, BbF: benzo(b)fluoranteno, BkF: benzo(k)fluoranteno, BaP:
benzo(a)pireno, DalP: dibenzo(al)pireno, DahA: dibenzo(ah)antraceno, Indeno: indeno (1,2,3 cd-pireno), DaeP: dibenzo(ae)pireno, DaiP: dibenzo(ai)pireno,
DahP: dibenzo(ah)pireno. nd: ndo detectado.! n=1 (1 lote), 2n=2 (2 lotes), 3 n=3 (3 lotes).
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