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INTRODUGAO

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) s&o um grupo de
compostos formados durante a combustdo incompleta de material organico, como
no caso da queima da madeira e de 6leos combustiveis.

Os HPAs tém recebido muita atencdo nos ultimos anos devido ao
fato de que muitos compostos desse grupo sdo potentes carcindbgenos em
animais experimentais. A Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC)
identificou seis HPAs como provaveis carcinogénicos ao homem:
benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno,
dibenzo(ah)antraceno e indeno(1,2,3, cd-pireno).

A contaminagédo de alimentos por HPAs se deve principaimente a poluigdo
do ar e da agua, a sua presenca em solos terrestres e marinhos e a certos tipos
de processamento como defumacéo, torrefacdo e secagem direta com madeira,
que contaminam, por exemplo, carnes, queijos, graos, cereais, café e oleos
vegetais.

Dessa forma, pesquisas tém sido realizadas em diferentes paises com o
objetivo de determinar a presenga desses contaminantes nos mais variados
géneros alimenticios, assim como avaliar sua ingestdo através da dieta. Para
tanto, € necessario determinar os niveis de HPAs presentes nos diferentes
alimentos que comp&em a dieta e identificar o grupo ou os grupos de alimentos
que mais contribuem para a ingestdo dos mesmos, pois as fontes de exposi¢ao
variam de acordo com os habitos alimentares.

Até o momento, ndo existem no Brasil informagbes sobre a presenca de
HPAs em diferentes grupos de alimentos que compdem a dieta. Encontram-se
disponiveis dados de contaminagdo em apenas alguns tipos especificos de
alimentos como produtos carneos, 6leos vegetais, margarinas, cremes vegetais e

maioneses.



OBJETIVOS

Considerando-se, portanto, o elevado potencial carcinogénico de certos
HPAs e, pelo fato de no Brasil ndo existirem dados de ingestao através da dieta, o

presente estudo teve por objetivos:

e Caracterizar grupos de alimentos que fazem parte da dieta do brasileiro e

analisa-los quanto a presenca de HPAs;

¢ |dentificar o alimento ou grupo de alimentos que mais contribuem como fonte

de exposicao aos HPAs na dieta;

o Estimar a ingestéo didria potencial dos HPAs carcinogénicos através de dietas

totais caracteristicas de diferentes regides do Brasil.

el
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1.1. HISTORICO

Ja em 1775 Percival Pott, médico inglés, notou que limpadores de
chaminés apresentavam alta incidéncia de cancer de escroto (DIPPLE et al,
1984; IARC, 1985).

Posteriormente, em 1912, dois cientistas japoneses (Yamagiwa & Ichikawa)
observaram que o alcatrdo da hulha, quando aplicado em orelhas de coelhos e
camundongos, induzia a formagdo de tumores malignos. Esses resultados
estimularam estudos quimicos e toxicolégicos no alcatrdo, permitindo assim a
descoberta de um produto rico em hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs)
(BARTLE, 1991).

Em 1922, Deelman foi o primeiro a reportar que a obtencdo dos HPAs
carcinogénicos a partir do alcatrdo da hulha dependia da temperatura de
destilagao do mesmo, ou seja, quanto maior a temperatura de destilacdo maior a
quantidade de HPAs carcinogénicos obtidos. Segundo BLOCH & DREIFUSS
(1921), citado em IARC (1985), a maior parte da fragdo carcinogénica era obtida a
partir da destilacdo do alcatrdo em temperaturas superiores a 300 °C. Esses
resultados foram confirmados por outros pesquisadores (IARC, 1985).

Na década de 30, Kennaway e colaboradores conseguiram isolar, a partir
do alcatrdo da hulha, o benzo(a)pireno (COOK et al., 1932, citado pela IARC,
1985; ROE, 1993; WALLER, 1994). Este hidrocarboneto, devido ao seu elevado
potencial carcinogénico, passou a ser o composto mais estudado dentre os HPAs
e tem sido usado como um indicador arbitrario da contaminacéo de diferentes
tipos de alimentos por outros hidrocarbonetos.

Foi justamente essa atividade carcinogénica dos HPAs, estabelecida ha
mais de 70 anos, que despertou o interesse no estudo dos mesmos ao longo do
tempo, tendo como consequéncia o desenvolvimento de varios métodos analiticos
para isola-los e quantifica-los em diferentes matrizes, seja ar, agua, solo ou

alimentos.



1.2. FORMAGAO, PROPRIEDADES GERAIS E ORIGEM

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos podem ser definidos como
compostos organicos formados por dois ou mais anéis benzenos fundidos, os
quais podem ou ndo conter grupos substituintes ligados (FAZIO & HOWARD,
1983). A anelacgéo pode ser linear (anéis de 6 membros s&o localizados em uma
linha reta, como o antraceno) ou angular (anéis de 6 membros s&o localizados em
linhas retas diferentes, sempre com um angulo de 120° entre elas, como o
criseno), conforme ilustrado na Figura 1.

Os HPAs sao formados durante a combustdo incompleta de material
organico, como na queima da madeira e de 6leos combustiveis (HOWARD &
FAZIO, 1980; TIEFENBACHER et al., 1982; GRASSO, 1984; LARSSON, 1986;
BARTLE, 1991).

Nesses processos, tanto a quantidade quanto a composicdo de HPAs
produzidos variam dependendo, entre outros, das condicdes de reagao,
temperatura e quantidade de ar (GOMAA et al., 1993). A formacdo desses
compostos é favorecida pela queima da matéria organica em temperaturas
variando entre 500-800 °C, especialmente acima dos 700 °C (BARTLE, 1991).
Acredita-se que a combustao envolva dois processos principais:

- pirélise: decomposigdo dos compostos de alta massa molar em estruturas
menores, a maioria radicais livres;
- pirossintese: ds compostos formados durante a pirdlise se recombinam para

formar estruturas relativamente estaveis, entre elas os HPAs.




i ; P %)
(17 eI -
QIO @) L)
b o S
Pireno Benzo(a)antraceno Criseno

)
i W \ NN
0@
- e
Benzo(b)fluoranteno Benzo(k)fluoranteno

T
O]
TN TN -
- O L
~
@
‘““‘\_/
Benzo(e)pireno Dibenzo(ah)antraceno

CCC

Antraceno

Figura 1. Estrutura quimica de alguns HPAs.



Existem também evidéncias de que esses contaminantes podem ocorrer
naturalmente no ambiente devido & sintese enddgena por microorganismos,
algas, fitoplanctos, etc. (SUESS, 1976, citado por HOWARD & FAZIO, 1980).
Contudo, SUESS (1976), citado por HOWARD & FAZIO (1980) considera que
essa fonte € pouco importante quando comparada aquelas induzidas pelo homem
através dos processos de combustdo, da queima do carvdo, da producdo de
coque pelas industrias de ferro e aco ou através do “cracking” do petréleo.

Os HPAs apresentam elevada solubilidade em solventes organicos e,
consequentemente, uma baixa solubilidade em agua (ANDELMAN & SUESS,
1970). No entanto, na presenca de outros compostos organicos e de detergentes
anidnicos, a solubilidade em agua pode aumentar sensivelmente, facilitando sua
passagem tanto para o meio ambiente como para a cadeia alimentar (LO &
SANDI, 1978).

1.3. TOXICIDADE DOS HPAS

Os HPAs sao substancias potencialmente carcinogénicas, que pertencem &
classe dos pré-carcinogénicos, necessitando de ativagdo metabdlica para formar
o carcinogeno ativo (JERINA et al., 1978, LO & SANDI, 1978; WILLIANS &
WEISBURGER, 1980; CONNEY, 1982; IARC, 1983; VAESSEN et al., 1988;
BARTLE, 1991; SHIELDS, 1993; VON SZENTPALY & SHAMOVSKY, 1995).
Entretanto, nem todo HPA, como por exemplo, fiuoranteno, pireno, apresenta
atividade bioldgica (BARTLE, 1991). Seis compostos tém sido identificados como
provocando uma resposta carcinogénica efetiva em animais experimentais:
benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno,
dibenzo(a,h)antraceno e indeno (1,2,3 cd-pireno) (IARC, 1983; BARTLE, 1991).
Desses, o benzo(a)pireno é o mais conhecido e o que tem sido exaustivamente
estudado nos ultimos anos (GRASSO, 1984; VON SZENTPALY & SHAMOVSKY,
1995). A Tabela 1 compara a atividade carcinogénica de alguns HPAs (BARTLE,
1991).
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Tabela 1. HPAs, abreviagao, carcinogenicidade e mutagenicidade’.

Evidéncia de Mutagenicidade para
Composto Nome abreviado carcinogenicidade Salmonella
em animais typhimurium
experimentais (Teste de Ames)
Fluoranteno Flu nenhuma positivo
Pireno Py nenhuma positivo
Benzo(a)antraceno B(a)A suficiente positivo
Criseno Chy limitada positivo
Benzo(e)pireno B(e)P suficiente positivo
Benzo(b)fluoranteno B(b)F suficiente positivo
Benzo(k)fluoranteno B(k)F suficiente positivo
Benzo(a)pireno B(a)P suficiente positivo
Dibenzo(ah)antraceno D(ah)A suficiente positivo
Benzo(ghi)perileno B(ghi)P insuficiente positivo

' Fontes: IARC (1983); Bartle (1991).

A Figura 2 ilustra a biotransformagéo do benzo(a)pireno. Apds entrar no
organismo humano por inalagdo ou ingestdo, este composto sofre oxidagao
enzimatica pelas oxidases de fungdo mista do citocromo P450 e se transforma em
varios epoxidos, os quais sdo hidrolisados aos diidrodidis epodxidos
correspondentes pela acdo da epdxido hidrolase (CONNEY, 1982; BARTLE,
1991; THOMSON, et al., 1995). Esses didis formados, ao sofrerem novamente a
acdo de enzimas do citocromo P450, se transformam em epoxidos
carcinogénicos. Embora seja possivel a obtengdo de quatro formas
enantioméricas para cada diol epoxido formado, estudos mostraram que apenas
os isdbmeros correspondentes as estruturas (a) e (c) (Figura 2) séo
extensivamente obtidos. Essas duas estruturas estao envolvidas nas reagbes com
o DNA em sistemas celulares, sendo que a estereoquimica R, S,S,R (analogo a

estrutura (a) da Figura 2) é responsavel pela maior parte da agdo carcinogénica
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(STEZOWSKI et al., 1984; PELTONEN & DIPPLE, 1995; VON SZENTPALY &
SHAMOVSKY, 1995).

Dessa forma, tem-se demonstrado que a atividade carcinogénica dos HPAs
esta relacionada aqueles compostos cujos intermediarios formados possuem um
anel epoxido adjacente a uma “bay region” (um denticulo no esqueleto do
hidrocarboneto), como indicado na Figura 2 (JERINA et al., 1978; CONNEY, 1982:
PELTONEN & DIPPLE, 1995).
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a.(+)(7R,88,95,10R) b.(-)(7R,88,9R,10S) v
diidrodiol epéxido diidrodiol ep6xido

CH OH
c.(+){(75,8R,98,10R) d.(-)(78.8R, 9R,108)
diidrodiol epoxido diidrodiol epoxido

Figura 2. Metabolismo do benzo(a)pireno e formagao da “bay region” (<4 nos
diidrodiois epdxidos (PELTONEN & DIPLLE, 1995).
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1.4. ESTUDOS EPIDEMIOLOGICOS

O maior obstaculo para uma avaliacdo epidemioldgica, segundo alguns
autores (SWALLOW, 1976; IARC, 1985), sdo as exposi¢cdes generalizadas dos
individuos a varios compostos quimicos diferentes, além dos HPAs.

No entanto, com base em habitos alimentares e exposicdo ocupacional,
estudos epidemiologicos tém sido feitos, tentando correlacionar, principalmente:

e HPAs e cancer de estdmago (BAILEY & DUNGAL, 1958, DUNGAL, 1961:
EMEROLE, 1980; SOOS, 1984, citado por SAINT-AUBERT, 1992):

e HPAs e céancer de intestino (HECHT & La VOIE, 1981, citados por SAINT-
AUBERT et al., 1992; MUSCAT & WYNDER, 1994):

e HPAs e cancer de pulméo (LEE & WRIGTH, 1980; PURDHAM et al., 1993;
VAN ROOU et al., 1993; ARMSTRONG et al., 1994; ELOVAARA et al., 1995;
NADON et al., 1995);

e HPAs e cancer de figado (EDINGTON & McLEAN, 1965, citados por
EMEROLE, 1980 ),

e HPAs e cancer de pele (SWALLOW, 1976; VAN ROOIJ et al, 1993; VAN
SCHOOTEN et al., 1994; ELOVAARA et al., 1995).

Em relagdo aos alimentos, as pesquisas mostraram que o consumo de
produtos defumados, os quais possuem altos teores de HPAs, era o fator comum
em todos os casos de cancer diagnosticados. Quanto & exposigido ocupacional,
houve uma coirelagédo entre trabalhadores de fabricas de aluminio e o
desenvolvimento de cancer de pulmao (ARMSTRONG et al., 1994).

Uma das maneiras de estimar a extensdo da exposicdo humana aos HPAs
e através da detecgdo do 1-hidroxipireno (metabdlito do pireno) (NY ef al., 1993
VAN ROOIJ et al., 1993; FUSTINONI et al, 1995; HATJIAN et al., 1995
HEIKKILA et al., 1995; LEVIN et al., 1995; QUINLAN et al., 1995; VAN WIJNEN et
al., 1995). Esse composto tem sido encontrado em niveis mais elevados na urina
de trabalhadores expostos ao 6leo de creosoto, a destilacdo do alcatrao de hulha,

aos fornos de coque e & pavimentacéo de rodovias (LARSEN, 1995).
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Pesquisa realizada por VAN SCHOOTEN et al. (1994) com usuérios de
shampoo anti-caspa mostrou que houve um aumento na excre¢do de 1-
hidroxipireno na urina, poucos dias apds o inicio da exposi¢do. Sabe-se que esse
tipo de shampoo contém alcatrdo, um produto rico em HPAs. Os autores

questionaram o balango risco x beneficio dessa pratica.

1.5. OCORRENCIA DE HPAS EM ALIMENTOS

Os HPAs ocorrem como contaminantes em diferentes grupos de alimentos,
incluindo vegetais, frutas, carnes, 6leos e gorduras, grdos, bebidas, alimentos
grelhados, torrados e de origem marinha (HOWARD & FAZIO, 1980; GRASSO,
1984; LARSSON, 1986; BARTLE, 1991). Sdo provenientes principalmente de
processamentos como defumacdo, secagem, torrefagdo, alguns tipos de

cozimento, embalagens, assim como da poluigdo ambiental (BARTLE, 1991).

1.5.1. HPAs em alimentos defumados

Uma vez que a combustéo incompleta dos componentes da madeira gera
grandes quantidades de HPAs, produtos defumados s3o inevitavelmente
contaminados com esses hidrocarbonetos (LARSSON, 1986; BARTLE, 1991).

Varios estudos tém sido conduzidos a fim de identificar a presenca de
HPAs em alimentos defumados (BAILEY & DUNGAL, 1958: THORSTEINSSON,
1969, FRETHEIM, 1976; LINTAS et al, 1979; FAZIO & HOWARD, 1983
TIEFENBACHER et al., 1982; EMEROLE, 1980; MAGA, 1986; ALONGE, 1988:
OGBADU & OGBADU, 1989; GOMAA et al., 1993; YABIKU et al., 1993: CHEN et
al., 1996; NOLL & TOLEDO, 1997a; BOSSET et al., 1998; FALCON et al., 1999).
Os niveis de benzo(a)pireno relatados por diferentes autores em alguns desses

produtos est&o apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Teor de benzo(a)pireno em alguns alimentos defumados.

Alimento Benzo(a)pireno (ug/kg) Referéncia Bibliogréfica
Cames 10,5-66,9 ALONGE, 1988
Cha 5,8 OGBADU & OGBADU, 1989

Bacon 0,40 GOMAA et al., 1993
Carne de porco 2,50 GOMAA et al., 1993
Linguica 2,30 GOMAA et al., 1993
Peito de peru 0,10 GOMAA et al., 1993
Frango 0,20 YABIKU ef al., 1993

Linguica 0,71-1,36 NOLL & TOLEDO, 1997a
Queijo nd.-42 BOSSET et al., 1998
Bacon 0,011 FALCON et al., 1999
Presunto 0,0090 FALCON et al., 1999
Queijo 0,91 FALCON et al., 1999

n.d.: nao detectado

1.5.2. HPAs em alimentos grelhados

A avaliagdo da contaminacé@o de alimentos grelhados por HPAs foi iniciada
com a analise de carnes assadas sobre grelha (LARSSON, 1986). Estudos
posteriores na mesma linha identificaram que a formacao de HPAs nesse tipo de
processamento € maior em fungdo da presenga de gordura na carne. Esta, pela
acdo do calor, pinga sobre o fogo, pirolisa e retorna na forma de fumaga,
carregando os compostos carcinogénicos, que contaminam a carne. Foi

constatado que quanto maior o teor de gordura maior € a contaminagao por HPAs

(LARSSON, 1986, GREENBERG et al., 1993, NOLL & TOLEDO, 1997b).
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1.5.3. HPAs em vegetais e frutas

Os vegetais estdo entre as principais fontes de benzo(a)pireno na dieta
humana, especialmente quando cultivados em areas com maior poluigdo
ambiental (LARSSON & SAHLBERG, 1981). Os particulados da poluicéo do ar se
depositam na superficie dos vegetais e das frutas, onde sdo concentrados pela
camada de cera através de adsorgcdo superficial (COATES et al, 1986;
LARSSON, 1986). Dessa forma, os teores de HPAs encontrados nas superficies
dos vegetais ou na casca das frutas serdo maiores do que nos tecidos internos,
sendo as plantas com maior area superficial de exposicdo, como é o caso de
alfaces, couve e espinafre, as mais susceptiveis a contaminacdo (LARSSON,
1986).

Os niveis de HPAs presentes nos vegetais e nas frutas dependem,
principalmente, da localizagdo das areas de cultivo. Em geral, regiées muito
industrializadas e proximas de rodovias fornecem amostras com maiores
quantidades de HPAs do que aquelas provenientes de zonas rurais. EDWARD
(1983), citado por LARSSON (1986), determinou niveis de benzo(a)pireno acima
de 18 pg/kg em amostras de alface retiradas de uma horta perto de uma fabrica
de produgéo de aluminio. Em relacéo as estradas, EDWARD (1983) mostrou que
quanto mais proximo da estrada (trafego médio) for o cultivo, maior a quantidade
de benzo(a)pireno encontrado nas alfaces (Tabela 3).

Pesquisadores evidenciaram que vegetais cultivados em solos
contaminados ‘com HPAs apresentavam maior quantidade destes
hidrocarbonetos, sem existir, no entanto, uma correlagédo entre os teores de HPAs
presentes no solo e aqueles encontrados nos vegetais (DORR, 1970; SHABAD &
COHAN, 1972; FRITZ, 1983, citados por LARSSON, 1986).

O tipo de HPA presente nos diferentes vegetais também pode dar uma
idéia da fonte de contaminacéo da area de cultivo (LARSSON, 1986). Quanto
maior for a concentracdo de HPAs de alta massa molar, como é o caso, por
exemplo, do indeno(1,2,3-cd)pireno e benzo(g,h,i)perileno, maior é a influéncia de

gases de exaustao de automoveis.

20




A Tabela 3 mostra os niveis de HPAs encontrados em alfaces cultivadas
em diferentes regides da Suécia (LARSSON & SAHLBERG, 1981).

Tabela 3. Niveis de benzo(a)pireno em alfaces cultivadas em diferentes regides’.

Benzo(a)pireno (ug/kg)
Fonte da alface Média Faixa Z HPAs (ug/kg)
auto estrada
8a15m 1,0 <0,1-317 50
15a50m 0.4 02-16 26
aeroporto
150 a 800 m 0,5 0,1-1,0 24
fabrica de aluminio
0,5a1,5km 12,4 24-18,0 654
2,0a6,5km 1,3 1,0-3,1 128
dreas industriais 0.1 <01-73 13
areas residenciais
urbanas 0,2 <0,1-1,0 13
rurais 0,1 <0,1-04 12

* Fonte: LARSSON & SAHBERG (1981)

1.5.4. HPAs em cereais

De maneira analoga aos vegetais e frutas, a contaminagao dos cereais por
HPAs no meio ambiente varia em fungdo da localizagdo das areas de cultivo.
Segundo LARSSON (1986), os niveis de HPAs em graos provenientes de regides
muito industrializadas sdo superiores aqueles encontrados em zonas rurais.
FRITZ & ENGST (1982), por sua vez, demonstraram que solos contaminados com

HPAs também séo responsaveis pela contaminagao dos graos.
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Além da influéncia do meio ambiente, no periodo de cultivo dos graos,
estes podem também ser contaminados durante a secagem, quando gases de
combustdo s3o aplicados diretamente (LARSSON, 1986; LARSSON ef al., 1991).
A quantidade de HPAs gerada por este processo depende principalmente do tipo
de combustivel usado e das condigdes de queima do mesmo. ROHRLICH &
SUCKOW (1970), citados por LARSSON (1986), reportaram que a secagem
direta, utilizando 6leo como combustivel fez com que os niveis de benzo(a)pireno
em graos de trigo aumentassem 7 vezes (de 0,2 para 1,35 ug/kg). Quando o
queimador foi deliberadamente ajustado para dar uma chama fuliginosa, o
aumento no nivel de benzo(a)pireno foi de 130 vezes (de 0,2 para 26,8 ng/kg).
Por outro lado, a quantidade deste hidrocarboneto produzida usando-se gas
natural ou queimadores elétricos foi desprezivel (ROHRLICH & SUCKOW, 1970,
citados por LARSSON (1986), DENNIS et al., 1991; LARSSON et al., 1991).

Outras pesquisas mostraram que os HPAs ficam concentrados nas
camadas externas dos graos e podem ser transferidos para a farinha durante a
moagem (LARSSON, 1986). GRIMMER E HILDEBRANDT (1965), citados por
LARSSON (1986), observaram que o benzo(a)pireno era completamente
transferido do farelo para a farinha durante a moagem do trigo. Ja LAWRENCE &
WEBER (1984), TUOMINEN et al. (1988) e DENNIS et al. (1991) mostraram que a
farinha de trigo integral possui maiores quantidades de HPAs do que a farinha
branca e, segundo DENNIS et al, o mesmo se da com os cereais matinais que
contém farelo de trigo. A discussdo, no entanto, € se os HPAs existentes na
farinha vao para os produtos alimenticios apés o processo de panificagdo. Alguns
estudos evidenciaram que os niveis desses contaminantes encontrados no pao
eram os mesmos presentes na farinha (LARSSON, 1986; DENNIS et al. 1991).
Contudo, ROHRLICH & SUCKOW (1970), citados por LARSSON (1986),
observaram durante a panificagdo um decréscimo de 25 a 85% na quantidade de

benzo(a)pireno.
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1.5.5. HPAs em 6leos e gorduras

A presenca de HPAs em diferentes 6leos vegetais (soja, algodao, milho,
amendoim, coco e girassol) e em azeite de oliva tem sido confirmada por varios
autores (HOWARD et al., 1966c; JOE et al, 1979; MARIANI & FIDELI, 1984
SPEER & MONTAG, 1988; MENICHINI et al., 1991; PUPIN & TOLEDO, 1996 a e
b; TOLEDO & CAMARGO, 1998), com niveis variando de tragos até 170 ng/kg,
como mostra a Tabela 4.

As principais fontes de contaminagdo do 6leo, segundo LARSSON (1986),
envolvem:

- absorgdo por plantas oleaginosas a partir de solos contaminados;

- contaminag&o de plantas oleaginosas pela poluicdo atmosférica;

- secagem direta das sementes com gases de combustéo:

- absorgéo a partir de solventes a base de petroleo usados na extracdo do éleo
a partir da semente.

No Brasil, estudos pioneiros com 6leos vegetais conduzidos por PUPIN &
TOLEDO (1996a) revelaram ser o 6leo de milho o mais contaminado entre as
amostras analisadas, com niveis de benzo(a)pireno na faixa de 1,6 a 58,9 ug/kg.

Em sequéncia, CAMARGO & TOLEDO (1998) monitorando por dois anos a
presenca de benzo(a)pireno em 6leos de milho verificaram que, durante o
processamento dos mesmos, a etapa de secagem € a que mais contribui para a
contaminagdo dos gréos e, conseqlentemente, dos 6leos. O processo de
secagem ainda empregado pela maioria das industrias brasileiras é a utilizagdo
do calor gerado pela queima de madeira, reconhecidamente responsavel pela
formagéo dos HPAs (TOLEDO & CAMARGO, 1998).

Os teores de HPAs em alimentos gordurosos variam muito, dependendo,
entre outros, da origem dos éleos e das sementes, além das formas de extracao
utilizadas. HOPIA ef al. (1986) encontraram em amostras de margarina niveis de
benzo(a)pireno na faixa de 0,02 a 2,2 ug/kg, enquanto que SIEGFRIED (1975),
citado por VAN HEDDEGHEM et al. (1980), relatou para o mesmo produto teores
variando entre 0,4 e 4,6 ug/kg. Mais recentemente, CAMARGO & TOLEDO (2000)
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analisando margarinas, cremes vegetais e maioneses encontraram 8 HPAs
(fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno e dibenzo(ah)antraceno), em concentracoes
médias na faixa de 1,0 a 21,7 ug/kg. Os niveis de benzo(a)pireno em margarinas

variaram entre 1,7 e 3,9 ug/kg.

Tabela 4. Teor de benzo(a)pireno em diferentes 6leos vegetais.

Oleo Benzo(a)pireno (ug/kg) Referéncia Bibliogréfica
Soja 15T GRIMMER & HILDEBRANDT, 1967
Soja 28,45 KOLAROVIC & TRAITLER, 1982
Soja 0,98 - 5,39 DENNIS et al., 1983
Milho 1,51-5,18 DENNIS et al., 1983
Millho 1,6-589 PUPIN & TOLEDO, 1996a
Milho 467 -1065 CAMARGO & TOLEDO, 1998
Oliva n.d. - 1644 PUPIN & TOLEDO, 1996b
Oliva 02-12 SPEER et al., 1990
Canola n.d. PUPIN & TOLEDO, 1996a
Canola 0,08-0,35 CEJPEK et al., 1998
Girassol 8,0 SWALLOW, 1976
Girassol 0,1-13 HISCHENHUBER & STIJVE, 1987
Girassol nd.-07 PUPIN & TOLEDO, 1996a

n.d.: ndo detectado (< 0,5 ug/kg)

1.5.6. HPAs em bebidas

Café, cha, whisky e vinho
A contaminacgdo do café por HPAs ocorre durante o processo de torrefagcéo
dos graos (LARSSON, 1986). LICKINT (1938), citado por KRUIJF et al. (1987), foi
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o primeiro pesquisador a sugerir a possivel formagdao de HPAs durante a
torrefagdo. Depois disso, varios pesquisadores, utilizando diferentes métodos
analiticos, estudaram a presenc¢a desses hidrocarbonetos em café (KURATSUNE
& HUEPER, 1960; FRITZ, 1968; LINTAS et al., 1979; BORIES & GASC, 1980 e
GUYOT et al., 1982, citados por HISCHENHUBER & STIJVE, 1987).

Inicialmente, acreditava-se que grande parte dos HPAs presentes no po
passava para a bebida (LARSSON, 1986). No entanto, pesquisas posteriores
sugeriram que apenas 20 a 30% (ou até menos) dos HPAs v&o para a bebida,
resultado este confirmado por LARSSON (1986), HISCHENHUBER & STIJVE
(1987) e KRUIJF et al. (1987). HISCHENHUBER & STIJVE (1987), por exemplo,
apés contaminarem o p6 de café com 10 ug/kg de benzo(a)pireno encontraram
apenas 0,1 ng/kg do HPA na bebida pronta.

Embora as folhas de cha apresentem niveis mais elevados de HPAs
relativamente ao café torrado, apenas uma pequena quantidade desses
compostos é transferida para a bebida depois do processo de infuséo (LARSSON,
1986).

Bebidas como o whisky, também foram analisadas quanto a presenca
desses contaminantes (HOWARD & FAZIO, 1980). MASUDA et al. (1966), citados
por HOWARD & FAZIO (1980) discutiram a presenca de varios hidrocarbonetos
no “whisky” escocés e no “bourbon” americano, que s&o submetidos a diferentes
formas de envelhecimento. Alguns HPAs foram encontrados em todas as bebidas

analisadas, sendo o benzo(a)pireno detectado em apenas uma marca de Scotch.

1.5.7. HPAs na agua

Embora a solubilidade dos HPAs em agua seja baixa, a presenca dos
mesmos nessa matriz, oriundos principalmente da poluicdo ambiental, ndo pode
ser negligenciada, uma vez que sao capazes de ficar adsorvidos em particulas
suspensas e nos sedimentos (LARSSON, 1986; LOPEZ DE ALDA-VILLAIZAN et
al., 1995; FERNANDEZ et al., 1996). Segundo LARSSON (1986), a presenca de

HPAs no solo, constitui-se na principal fonte de contaminag&o do lengol freatico.
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Tratamentos convencionais como floculagdo, sedimentacdo e filtragcdo removem
da agua potavel a maioria dos hidrocarbonetos.

Mesmo sendo uma fonte menos importante de exposicéo aos diferentes
HPAs, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) recomenda que exista em cada
pais pelo menos um centro equipado para a determinacdo de HPAs na agua
potavel (LOPEZ DE ALDA-VILLAIZAN et al., 1995).

No Brasil, a Portaria n° 36 — MS de 19 de janeiro de 1990, estabelece o

limite maximo de 0,01 pg/L benzo(a)pireno em aguas potaveis (BRASIL, 1990).

1.5.8. Alimentos de origem marinha

Alimentos de origem marinha s@o os que parecem concentrar a maior
quantidade de HPAs, embora sé tenham recebido atengdo da comunidade
cientifica nos dltimos anos (BARTLE, 1991). Os HPAs sao absorvidos e
acumulados por organismos marinhos em fungdo da poluigdo das aguas,
decorrente, entre outros, do derramamento de petréleo, efluentes industriais e
aguas de esgoto (THOMPSON ef al., 1993).

Peixes de aguas limpas ou moderadamente limpas nao apresentam niveis
significativos de HPAs (LARSSON, 1986). Os moluscos (marisco, ostras,
mexilhdo) acumulam rapidamente os HPAs provenientes de aguas contaminadas,
pois sdo incapazes de metaboliza-los e excreta-los. Os peixes vertebrados, ao
contrario, metabolizam rapidamente os HPAs, neutralizando o acumulo nos
tecidos.

A literatura relata varias pesquisas dirigidas para a determinacéo de HPAs
em alimentos marinhos (LAWRENCE & WEBER, 1984; BIRKHOLZ et al., 1988;
UTHE & MUSIAL, 1988; SPEER et al., 1990; LEBO et al., 1991; COCCHIERI et
al., 1993; NYMAN et al., 1993; THOMPSON et al, 1993; AKPAN et al., 1994;
UTHE et al., 1996).
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1.5.9. Agucares

A colheita da cana-de-agucar no Brasil geralmente € feita apds a queima
dos canaviais. Este procedimento resulta na contaminagdo ambiental, devido a
produg&o, entre outros compostos, de HPAs que se concentram na cana e,
consequentemente, podem estar presentes no acgucar obtido de seu
processamento (SERRA et al., 1995).

1.6. CONSUMO DE HPAS ATRAVES DA DIETA

Diferentes autores tém realizado pesquisas com o objetivo de investigar os
alimentos ou os grupos de alimentos que mais contribuem na ingestdo potencial
diaria dos HPAs. As principais fontes de exposi¢cao variam de pais para pais, de
acordo com os respectivos habitos alfmentares (DENNIS et al., 1983; VAESSEN
et al., 1988; DE VOS et al., 1990; LODOVICI et al., 1995).

DENNIS et al. (1983) demonstraram que na Inglaterra, por exemplo, o
grupo de alimentos formado pelos 6leos e gorduras (manteiga,queijo e margarina)
e o dos cereais (paes e farinha de trigo) eram os que apresentavam os maiores
niveis de HPAs. Neste pais, apesar dos teores de HPAs encontrados nos 6leos e
gorduras terem sido mais altos, os cereais foram os que mais contribuiram para a
ingestao diaria desses compostos, uma vez que eram mais consumidos na dieta.
A estimativa de ingestdo de HPAs, considerando-se a dieta total, foi de 3,7
Hg/pessoaldia.

Na Holanda, pesquisa realizada por DE VOS et al. (1990) revelou a
presenca de 17 HPAs em 13 itens alimenticios que compdem a dieta da
populacdo. O fluoranteno, o benzo(b)fluoranteno e o benzo(k)fluoranteno foram
os hidrocarbonetos mais frequentemente encontrados nas amostras, sendo os
dois ultimos carcinogénicos em animais experimentais (IARC, 1983). Entre os
alimentos analisados, o grupo dos agucares foi 0 que apresentou a maior

quantidade de criseno (36,0 upg/kg). Com base na dieta total, os autores
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estimaram uma ingestdo entre 5,0 e 17,0 pg/pessoaldia para os HPAs totais e
metade dessa quantidade para a fragéo carcinogénica.

Uma outra pesquisa, conduzida também na Holanda por VAESSEN et al.
(1988), demonstrou a ocorréncia de altos niveis de HPAs em mexilhdo (124,0-
384,0 uglkg) e em repolho (46,0 - 219,0 pg/kg). A estimativa da ingestao diaria de
HPAs esteve na faixa de 1,1 a 22,0 pg/pessoal/dia, sendo que 30% desse valor
correspondeu aos HPAs com atividade carcinogénica.

Na Italia, LODOVICI et al. (1995) demonstraram que entre os 12 grupos de
alimentos analisados, cinco eram os maiores responsaveis pela ingestao de
HPAs, pelo fato de serem os alimentos mais consumidos. Sao eles: cereais,
produtos lacteos, carnes, vegetais e frutas. A estimativa da ingestéo foi de 3,0
ug/pessoaldia considerando-se todos os HPAs e de 1,4 Hg/pessoaldia para 0s
carcinogénicos.

A Tabela 5 mostra a ingestdo diaria de cada um dos HPAs estudados por
DENNIS et al. (1983), DE VOS et al. (1990) e LODOVICI et al. (1995).
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Tabela 5. Estimativa da ingestdo média de HPAs (ug/pessoa/dia) em diferentes

paises’.
HPA Inglaterra* Holanda™ Htalia™*
(DENNIS et al., 1983)  (DE VOS et al., 1990) (LODOVICI et al., 1995)
Fluoranteno 0,99 0,99 - 1,66 1,02
Pireno 1,09 NE 0,18
Benzo(a)antraceno 0,22 0,20 -0,36 0,46
Criseno 0,5 0,86 —1,53 0,83
Benzo(e)pireno 0,17 NE NE
Benzo(b)fluoranteno 0,18 0,31-0,36 0,16
Benzo(k)fluoranteno 0,06 0,10-0,14 0,04
Benzo(a)pireno 0,25 0,12-0,29 0,12
Dibenzo(ah)antraceno 0,03 NE < 0,01
Benzo(ghi)perileno 0,21 0,20-0,36 < 0,01
Indeno(123-cd)pireno 0,00 0,08 - 0,46 NE

' Fonte: GUILLEN ef al., 1996; NE:ndo estudado

*assumindo um consumo didrio de alimentos e bebidas de 1,46 kg.
** assumindo um consumo diario de alimentos e bebidas de 3,63 kg.
***assumindo um consumo diario de alimentos e bebidas de 1,14 kg.

1.7. AVALIAGAO DA INGESTAO DE CONTAMINANTES ATRAVES DA DIETA

A avaliacdo da ingestdo de substancias quimicas por uma determinada
populagao requer informagdes sobre a concentragao da substancia de interesse
nos alimentos que fazem parte da dieta e a quantidade de alimento consumido
(OMS, 1985).

Ambas as tarefas sao de dificil execugcdo, uma vez que a determinacdo de
pequenas quantidades de uma substancia quimica em uma dieta complexa pode
significar grandes problemas analiticos, associada a limitada disponibilidade de
dados sobre consumo de alimentos. Além disso, segundo a OMS (1985), para se
determinar a ingestdo de um componente da dieta, os dados obtidos sobre

consumo de alimentos por uma populacdo devem refletir o verdadeiro habito
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alimentar da populacdo em questdo. Como habitos alimentares variam tanto entre
pessoas como entre grupos de individuos, as informagdes obtidas através de

diferentes métodos podem muitas vezes nao ser representativas para toda a

populagao.

1.7.1. Métodos para a obtenc¢ao de dados de consumo de alimentos

Em geral, dois procedimentos podem ser utilizados para se obter
informacgdes sobre o consumo de alimentos. Um deles é baseado no consumo de
alimentos por um grupo da populagdo em uma determinada regido ou pais e 0
outro, na coleta de dados relativos a quantidade de um alimento consumido por
um individuo dentro de uma populagéo (OMS, 1985).

A Tabela 6 mostra os métodos que podem ser usados na obtengao de
dados de consumo, tanto individuais quanto de uma populagdo. A escolha de um
método em detrimento ao outro depende de alguns fatores como idade e nivel de
escolaridade da populagéo, objetivos da pesquisa, custos e recursos disponiveis
(OMS, 1985).

Tabela 6. Métodos para a obtencdo de dados de consumo™.

Tipo de avalia¢ao Método

Individual Diario de Alimentos e Pesagem do Alimento Ingerido
Duplicacdo da Porcao
Lembranca da dieta
Frequéncia dos Alimentos

Populagao Diario de Alimentos e Pesagem do Alimento Ingerido
Lembranca da dieta
Frequéncia dos Alimentos
“Desaparecimento” dos alimentos : - regido
- pais

* Fonte: OMS, 1985.
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Diario de alimentos e pesagem do alimento ingerido

Este tipo de procedimento requer que os participantes escrevam em um
diario o tipo e a quantidade dos alimentos consumidos ao longo de um
determinado periodo de tempo que, dependendo dos resultados desejados, pode
variar entre 24 horas e 2 semanas.

O método da pesagem do alimento ingerido é semelhante ao do diario de
alimentos, com a diferenca de que os alimentos devem ser pesados antes de
serem consumidos. Em geral, o custo e os problemas administrativos envolvidos

restringem a aplicagao desta técnica a pequenos grupos da populagao.

Lembranca da dieta

Através deste método, os entrevistadores pedem aos individuos que se
recordem do tipo de alimento e da quantidade ingerida nas ultimas 24 horas. As
entrevistas podem ser feitas em locais selecionados ou mesmo por telefone.

Este método € um dos que exigem menor esforco do participante e,
normalmente tem uma boa receptividade. Lembrangas de 3 a 7 dias tem seu uso
limitado, uma vez que a lembranca relativa a este periodo pode ser vaga.
Entretanto, no caso de um individuo consumir uma dieta constante ou se apenas

alguns itens da dieta forem de interesse, esse estudo é valido.

Freqiiéncia dos alimentos

Este método visa obter um reflexo dos habitos alimentares quanto ao
consumo de determinados tipos de alimentos. Para tanto, sdo elaborados
questionarios onde devem ser completados o numero de vezes (dia, semana ou
més) que determinados produtos sao consumidos. Informagdes sobre a porgéo
consumida, utilizando-se por¢des padroes como referéncia, também podem ser
solicitadas. Os estudos de freqiiéncia s&o muito Uteis para identificar pequenos,

médios e grandes consumidores.
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Duplicagao da porgao

Este método consiste em se duplicar o alimento normalmente consumido
por uma pessoa em um determinado lugar, sendo o mais indicado para a
obtencdo de dados de consumo oriundos de hospitais, escolas, creches e
restaurantes industriais, onde os alimentos s&o preparados em grandes
quantidades. O alimento duplicado é posteriormente analisado. Neste caso,

também é feito um acompanhamento minimo de 24 horas.

Método do desaparecimento de alimentos

Em um local: para se avaliar o consumo de alimentos por um grupo de
pessoas de um determinado lugar (instituicdes, escolas, hospitais, etc.), o0 método
mais adequado € aquele que determina o “desaparecimento” dos alimentos da
cozinha apés um periodo de tempo, em relagdo ao numero de pessoas que
consomem o alimento. O responsavel pelo fornecimento dos dados deve ter uma
lista de todos os alimentos presentes na despensa no inicio da pesquisa, bem

como as compras efetuadas durante a mesma.

Em um pais: quando nao se tem recursos suficientes para a realizacao de
uma pesquisa nacional, calcula-se o saldo de alimentos disponiveis no pais como
sendo a soma dos alimentos produzidos, importados e aqueles retirados das
reservas, menos os alimentos exportados, colocados nas reservas, perdidos
durante a distribuicdo e transporte e aqueles utilizados como ragéo animal. Esse
método serve para avaliar o consumo médio anual nacional de alimentos e é
muito utilizado nos paises desenvolvidos.

Qualquer que seja o método escolhido, ha sempre limitacbes que sao
impostas pelas proprias diferengas existentes entre os grupos dentro da
populacdo. Como exemplos, sdo citados entre outros, as minorias étnicas e
culturais, pessoas que produzem seus proprios alimentos ou aquelas com

restricbes dietéticas e diabéticos (OMS, 1985).
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1.7.2. Metodologias para a avaliagao da ingestdao de contaminantes

Para a avaliagdo de problemas decorrentes do consumo de alimentos
contendo substancias quimicas que possam causar danos a saude humana,
sejam elas contaminantes organicos, inorganicos, micotoxinas, agrotoxicos ou
mesmo aditivos alimentares, € necessario que estejam disponiveis dados sobre a
ingestao das substancias questionadas, de modo que estas ingestdes possam ser
comparadas com valores toxicologicamente aceitaveis para ingestdes diarias
(IDA) ou ingestdes semanais toleraveis provisorias (ISTP) (OMS, 1985).

As metodologias disponiveis para a estimativa da ingestao de substancias
toxicas pelo homem sado semelhantes aquelas utilizadas para estimativas de
consumo de alimentos, descritas no item anterior.

Em geral, trés métodos tem sido usados para determinar a ingestao diaria

de contaminantes em alimentos:

Dieta Total (Market Basket)

Nestes estudos, sdo elaboradas dietas tipicas, com base em dados de
consumo médio disponiveis no pais para diferentes categorias de alimentos. O
alimento, apds ser adquirido no comércio, é preparado de maneira usual antes do
consumo e separado em grupos de alimentos como cereais, carnes, frutas, 6leos
e gorduras, de acordo com as quantidades médias consumidas (OMS, 1985).

O agrupamento de alimentos em categorias permite o uso de métodos
analiticos apropriados aos diferentes alimentos e, mais importante, fornece
informacdes sobre o conteldo da substancia quimica de interesse nos varios
grupos de alimentos. Assim, areas especificas de maior preocupagao associadas
a grandes classes de alimentos podem ser identificadas, assim como, 0s
alimentos representativos da dieta e seus niveis de ingestao. Estas informagdes
séo baseadas nas pesquisas de consumo de alimentos.

A principal vantagem deste estudo € que a analise de um numero
relativamente pequeno de amostras permite o calculo aproximado da ingestao

média diaria. Este valor pode entdo ser comparado com ingestoes
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toxicologicamente aceitaveis ou ingestdes toleradas, visando uma avaliagao de
risco. Sdo também identificados grupos de alimentos para os quais uma
preocupacéo maior deva existir e sobre os quais maiores informacdes devam ser
obtidas. A anélise individual de alimentos envolveria uma demanda inaceitavel de

recursos laboratoriais.

Entre as desvantagens, estd a n&o inclusdo de todos os alimentos
consumidos pela populagdo, devido ao baixo nivel de consumo médio de algum
alimento, e também o fato de que ndo sao consideradas diferencas em habitos
alimentares dentro da populagdo, principaimente com relagdo a segmentos

especificos como bebés e mulheres gravidas.

Estudos seletivos em alimentos individuais

Este método é particularmente util quando se deseja avaliar a ingestéo de
uma determinada substancia quimica que se sabe estar presente em um ou dois
tipos de alimentos. Essa abordagem tem tido ampla aplicagéo na determinacao do

conteudo de nutrientes em alimentos e sua correspondente ingestio.

As limitacbes do método sdo a confiabilidade dos dados analiticos e a
possibilidade de uma sub-estimativa de ingestado da substancia, caso a principal
fonte da mesma na dieta ndo tenha sido incluida na lista de alimentos

selecionados.

Estudos de duplicagdo das porgées

Neste caso, como ja mencionado, solicita-se que o individuo ou instituicao
forneca uma amostra duplicata das refeicbes durante um periodo de tempo
determinado. Esse estudo tem como vantagens o fato de poder ser feito em
combinagao com estudos de diario de alimentos e pesagem do alimento ingerido,
fornecendo diretamente dados de consumo e a aplicabilidade a individuos que
foram selecionados como sendo 0s mais expostos a substancia quimica através
da dieta.
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Embora seja um método muito util para estimar a exposicao de
contaminantes através da dieta, os recursos exigidos (analiticos e os de pessoal)
para a sua execugdo o torna aplicavel somente a um numero restrito de

consumidores.

1.8. CONSUMO DE ALIMENTOS NO BRASIL

As informacdes disponiveis sobre dados de consumo de alimentos pela
populagdo brasileira sdo escassas. Em 1974/75, o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), dando sequéncia a uma série de pesquisas
domiciliares, realizou um estudo sobre orgamentos familiares denominado “Estudo
Nacional de Despesas Familiares” (ENDEF). Ao longo da pesquisa, também
foram coletados dados sobre o consumo de alimentos, tanto pelo fato da
alimentacéo ter um grande peso no orgamento familiar, quanto pela obtencao de
elementos para estudos sobre condigdes de nutricdo nas diferentes regides do
pais (IBGE, 1977).

Em 1986, foi criado no DESIP (Departamento de indice de Pregos) o
projeto POF (Pesquisa de Orgcamentos Familiares) para a execucéo de uma nova
pesquisa nacional, que atualizasse os dados do ENDEF 1974/75 (IBGE, 1990 a e
b).

O objetivo da POF (1987/1988) foi, através das informacgdes coletadas,
conhecer 0s bens consumidos e os servigos utilizados pelas familias residentes
nas areas pesquisadas, assim como verificar o que cada um desses bens e
servicos representava na despesa global da populagdo estudada. Desse modo, a
POF permitiu a obtengdo de uma nova cesta basica de consumo e, por
comparagdo com o ENDEF, mostrou a evolugdo dos habitos de consumo da
populagao brasileira, evidenciando as alteragbes ocorridas na importancia relativa

de cada item no orgamento das familias (IBGE, 1990a e b).
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Em 1998, o IBGE apresentou os resultados finais de uma nova Pesquisa
de Orgcamentos Familiares, que investigou os habitos de consumo, a alocagéo de
gastos e a distribuicdo dos recebimentos da populagdo objeto de estudo. As
quantidades de alimentos e bebidas consumidas foram obtidas de forma direta, ou
seja, informadas pelas familias pesquisadas, diferentemente dos resultados
apresentados pela POF 1987/1988, cuja metodologia consistiu na mensuragao
indireta do consumo, baseada nas despesas informadas por produto e nos pregos
médios desses produtos fornecidos pelo Sistema Nacional de indices de Precos
ao Consumidor (SNIPC) (IBGE, 1998). Embora obtidos de forma diferente, ambos
os resultados podem ser comparaveis, tendo em vista que ensaios utilizando as
duas metodologias citadas, para os principais dados da POF 1995/1996, nao

mostraram diferencas significativas (IBGE, 1998).

A pesquisa foi realizada nas regides metropolitanas de Belém, Fortaleza,
Recife, Salvador, Belo Horizonte, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Curitiba, Porto
Alegre, além de Brasilia (DF) e o municipio de Goiania, onde estdo concentrados
29,85% da populagao brasileira (IBGE, 1998). A abrangéncia geografica da
pesquisa garante a manutencdo de sua representatividade a nivel nacional, na
medida em que capta a heterogenicidade urbana brasileira em seus mais diversos

padrées de consumo e em suas peculiaridades regionais (IBGE, 1990a).

O periodo compreendido pela POF 1995/1996 (1 de outubro de 1995 a 30
de setembro de 1996) contempla todas as épocas do ano, permitindo que os

resultados reflitam um padrao médio anual de consumo (IBGE, 1998).

A unidade de amostragem da POF foi o domicilio particular. O
procedimento utilizado pelo IBGE para obter informagbes sobre o consumo de
alimentos e bebidas foi o “Diario de Alimentos”, onde foram registrados,
diariamente e durante 7 dias consecutivos, a descricdo detalhada de cada
produto alimenticio adquirido, o valor pago, a unidade de medida, o local da

compra e a quantidade consumida em gramas ou mililitros (IBGE, 1998).

A POF 1995/1996 mostrou que o Brasil passou por varias transformacoes

que mudaram consideravelmente o perfil de consumo no pais, revelando um
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brasileiro com novos habitos alimentares. No presente, a maioria das refeigbes
(almogo, jantar e lanche) ocorrem fora do domicilio. Em casa, os pratos
tradicionais estdo sendo substituidos por refeicbes rapidas e tem aumentado a
preferéncia por alimentos preparados, pé&es, biscoitos e outros tipos de
panificados (IBGE, 1998).

Em relagao a 1987, foi observado um aumento geral médio no consumo de
biscoito (28,02%), frango (16,56%), carne bovina de segunda (6,95%) e carne
bovina de primeira (5,97%), assim como uma diminui¢ao geral média no consumo
de farinha de trigo (29,73%), leite de vaca (19,31%), arroz polido (16,56%) e
feijao (15,56%) (IBGE, 1998).

Essas mudancas refletem o comportamento da relagao oferta/demanda de
alimentos no mercado, influenciando seu preco e, consequentemente, sua
aquisigao, a introdugéo de novos produtos, que se apresentam como substitutivos
dos ja utilizados tradicionalmente e o fato de que uma parcela da populagao ja
adquire seus alimentos seletivamente, buscando uma melhor alimentacéo (IBGE,
1998).

As Tabelas 7 a 10 mostram a quantidade total consumida (g/pessoal/dia) e
a contribuicdo relativa dos varios grupos, de alimentos que compdem a dieta das
diferentes regides metropolitanas brasileiras exploradas pela POF no periodo de
praticamente 10 anos (1987/88 e 1995/96) (IBGE, 1990b; IBGE, 1998).
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1.9. METODOS DE ANALISE DE HPAS

A analise de HPAs é um procedimento relativamente longo, envolvendo
etapas de saponificacdo (dependendo do tipo de alimento), extragcdo com
solventes, concentracao do extrato, purificacdo e determinagdo cromatografica
(GRIMMER & BOHNKE, 1975; LAWRENCE & WEBER, 1984; LARSSON, 1986;
DE VOS et al., 1990; SPEER et al., 1990; GUILLEN, 1994).

1.9.1. Extragao

A escolha do método para a extracdo de HPAs depende, principalmente,
da natureza do alimento (LARSSON, 1986). Oleos e gorduras, por exemplo, por
se dissolverem faciimente em solventes apolares, podem ser diretamente
submetidos a uma particdo liquido-liquido (LARSSON, 1986). Ja alimentos com
alto teor de proteinas, como carnes, necessitam de uma etapa prévia de
saponificacdo. Segundo GRIMMER & BOHNKE (1975), esta etapa contribui para

um aumento de até 60% na quantidade de HPAs extraidos dessas matrizes.

Os solventes organicos mais usados na extragcao de HPAS s&o cicloexano
(GRIMMER & BOHNKE, 1975; LAWRENCE & WEBER, 1984), isooctano
(DENNIS et al., 1983; GREENBERG et al., 1993); hexano (SAITO et al., 1978,
CHEN et al,1996; FALCON et al, 1999) e triclorofluoretano (GRIMMER &
JACOB, 1987). O extrato obtido carrega varias substancias interferentes, que sao

primeiramente removidas através de particdo com solventes (BARTLE, 1991).

Entre os sistemas de solventes que podem ser usados nesta etapa, a
mistura dimetilformamida (DMF) com 10% de agua, proposta por GRIMMER &
BOHNKE (1975), foi a adotada por varios pesquisadores (LARSSON, 1986,
VAESSEN et al.,, 1988; SPEER et al., 1990; DENNIS et al., 1983). No entanto, o
dimetilsulféxido também foi usado em alguns procedimentos (LAWRENCE &
WEBER, 1984; MENICHINI et al., 1991; GUILLEN, 1994; CHEN et al., 1996;
FALCON et al., 1999).
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Apos a extracdo, a amostra € submetida a um processo de purificacao
através da passagem, por gravidade, em uma coluna de vidro empacotada com
silica-gel, para entéo ser injetada no cromatégrafo (GRIMMER & BOHNKE, 1975).
Esta etapa permite separar os HPAs de compostos alifaticos e/ou aromaticos

polares que possam estar presentes nos extratos (LARSSON, 1986).

1.9.2. Determinag¢ao cromatografica

Nos ultimos 30 anos, varios métodos analiticos para a determinagcao de
HPAs foram publicados. Inicialmente, as técnicas cromatograficas mais utilizadas
foram a cromatografia de camada delgada (CCD) (GRIMMER & HILDEBRANDT,
1972) e a cromatografia gasosa (CG) (GRIMMER & BOHNKE, 1975; LINTAS et
al., 1979; LEE & WRIGHT, 1980; HOPIA et al., 1986). Na década de 70, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector de fluorescéncia foi
introduzida, apresentando inUmeras vantagens sobre as outras técnicas,
principalmente na determinagdo simultanea de varios HPAs (CROSBY et al.,
1981; DENNIS et al, 1983; SPEER et al., 1990; LAWRENCE & DAS, 1986;
THOMPSON et al., 1993; LODOVICI et al., 1995; WHITON ef al., 1995). Entre as
vantagens obtidas, citam-se: seletividade, sensibilidade, alta especificidade do
detector de fluorescéncia, rapidez na analise, determinacdo dos HPAs de alta
massa molar que apresentam baixa volatilidade e limite de detecgdo na ordem de
ng’kg (CROSBY et al., 1981; BARTLE, 1991).

A coluna de fase reversa (C18) polimérica tem se mostrado muito eficiente
na separacdo de HPAs (WISE et al, 1993). Estudos realizados com 16 HPAs
mostraram que enguanto a coluna C18 polimérica separa todos os compostos, na
monomeérica o0s pares de isdOmeros criseno e benzo(a)antraceno,
benzo(ghi)perileno e indeno(1,2,3-cd)pireno, benzo(b)fluoranteno e
benzo(k)fluoranteno nao sao bem resolvidos (WISE et al.,, 1993). A fase movel
geralmente € uma mistura de um solvente apolar com a agua (acetonitrila-agua ou
metanol-agua) (LAWRENCE & WEBER, 1984; BARTLE, 1991; DENNIS et al,
1991).
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A cromatografia gasosa (CG) com coluna capilar € também usada para
HPAs. Entre os detectores empregados esté@o o de ionizagdo de chama (DIC), o
de captura de elétrons (DCE) e o de fotoionizagao (BARTLE, 1991; CHIU et al.,
1997). Uma combinacédo excelente para a andlise de HPAs é a cromatografia
gasosa capilar acoplada ao espectrometro de massas (CG-MS), que além de
aumentar a sensibilidade e a resolugdo, também permite a identificacdo dos
diferentes hidrocarbonetos na amostra (LEE et al., 1976; LEE et al, 1987;
BARTLE, 1991; NYMAN et al., 1993; GREMM & FRIMMEL, 1994; WISE et al.,
1993; CHIU et al., 1997).

1.9.3. Confirmacgédo da identidade dos HPAs

A identificacdo dos HPAs € possivel devido a caracteristicas proprias de
absorcao e emissdo das moléculas (UV e fluorescéncia). A identidade dos picos
pode ser obtida usando-se, por exemplo, um detector de UV e fluorescéncia em
série (BARTLE, 1991). Outra técnica seria o uso da cromatografia gasosa
acoplada ao espectrometro de massas (CG-MS) (GRIMMER & BONHKE, 1975;
LARSSON et al., 1987; GREMM & FRIMMEL, 1994; WISE et al., 1993; CHEN et
al, 1996).

1.10. LEGISLAGAO

Hoje em dia, mais de 100 HPAs ja foram caracterizados na natureza, 16
dos quais estdo classificados como “poluentes prioritarios”, de acordo com a
Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (EPA) (CHEN et al, 1996). No
entanto, ndo existem limites estabelecidos para a ocorréncia de cada um dos
HPAs carcinogénicos nos diferentes produtos alimenticios. Poucos paises
apresentam legislagdo nacional limitando a presenca de HPAs em alimentos. Na

Alemanha, Austria e Polénia, por exemplo, o limite maximo de benzo(a)pireno é
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de 1,0 ng/kg para carnes defumadas, e este valor tem sido usado como referéncia
para avaliar a contaminagéo de outros tipos de alimentos (LARSSON et al., 1987).

Em termos de exposi¢do ocupacional, o Instituto Nacional para Seguranga
e Saude Ocupacional (NIOSH) dos Estados Unidos estabeleceu para pessoas
que trabalham com produtos de alcatrdo de hulha um limite maximo de exposicao
de 0,1 mg de HPAs/m’> de ar para 10 horas de trabalho por dia ou 40 horas
semanais (ATSDR, 1996).

No ambito do Codex Alimentarius, a necessidade de estabelecimento de
limites para HPAs em alimentos tem sido manifestada por inUmeros paises em
diferentes oportunidades, sendo este tema considerado prioritario dentro do
Comité do Codex Para Aditivos Alimentares e Contaminantes (CCFAC) (WHO,
1991). Em 1991, o benzo(a)pireno foi reavaliado pelo Comité Conjunto FAO/OMS
de Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA), que recomendou a elaboragao de
estratégias por parte das industrias e dos consumidores a fim de minimizar a
exposi¢ao humana aos HPAs (WHO, 1991).

No Brasil, a legislacao vigente recomenda que os aromatizantes/aromas de
fumaca nao poderao resultar em mais que 0,03 ppb de benzo(a)pireno no
alimento final; para fins de controle analitico, esse valor sera determinado a partir
do benzo(a)pireno presente no aromatizante/aroma de fumaga utilizado e da dose
deste ultimo no alimento/produto pronto para o consumo (Resolugdo n°104/93 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria de 14 maio de 1999 que trata do

regulamento técnico de aditivos aromatizantes).
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Resumo

Avaliacdao da ingestdao diaria de hidrocarbonetos policiclicos

aromaticos (HPAs) através da dieta brasileira.

Foi conduzido no Brasil um estudo com o objetivo de avaliar a ingestao
diaria de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) através da dieta. Os
dados de consumo de alimentos foram inferidos a partir de uma pesquisa nacional
de orcamentos familiares, realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), no periodo de 1995-1996, em onze regides metropolitanas do
pais. A metodologia analitica envolveu as etapas de saponificagdo com KOH
metandlico, particdo liquido-liquido com cicloexano, limpeza em coluna
cromatografica de silica gel e determinagdo por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de fluorescéncia. Os resultados da pesquisa indicaram
uma ingestdo média de 6,15 ug/pessoal/dia para HPAs totais, dos quais 1,9
ug/pessoa/dia referem-se a fragdo carcinogénica. Entre os alimentos que fazem
parte da dieta do brasileiro, os 6leos e gorduras foram os mais significativos para

a ingestao de HPAs, seguidos pelos agucares e carnes.

Palavras chaves: Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, dieta, alimentos.
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Abstract

Polycyclic aromatic hydrocarbon (PAHs) in the Brazilian diet

A study was carried out in Brazil in order to estimate the dietary intake of
ten polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) through the diet. Food consumption
data were inferred from a national household economic survey, accomplished by
the Brazilian Institute of Geography and Statistics (IBGE), during twelve months, in
eleven metropolitan areas. The analytical method involved saponification with
methanolic KOH, liquid-liquid extraction with cyclohexane, clean-up on silica gel
column and determination by high performance liquid chromatography using
fluorescence detection. The estimated daily average intakes of total and
carcinogenic PAHs were, respectively, 6.15 and 1.90 ug/day/person. Oils and fats
were the commodity group which most contributed to the PAHs dietary intake,

followed by sugar and meat.

Keywords: polycyclic aromatic hydrocarbon, diet, food.



Introdugao

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sao um grupo de
compostos formados durante a combustéo incompleta de material organico, como
a queima de 6leo ou madeira (Howard & Fazio, 1980; Vaessen et al, 1988,
ATSDR, 1996). A quantidade e a composi¢ao dos HPAs produzidos dependem
das condi¢bes de reagdo, temperatura e quantidade de ar (Vaessen et al., 1988).

Os HPAs tém recebido muita atencao nos ultimos anos devido ao fato de
que muitos compostos desse grupo sdo potentes carcinégenos em animais
experimentais (IARC, 1983; Van Schooten ef al., 1990). A Agéncia Internacional
para Pesquisa em Cancer (IARC) identificou seis HPAs como provaveis
carcinogénicos ao  homem: benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, dibenzo(ah)antraceno e indeno(1,2,3, cd-
pireno).

Provenientes principalmente de processamentos como defumagéo,
secagem, torrefagdo, alguns tipos de cozimento, material de embalagem, assim
como da poluigdo ambiental (Lo & Sandi, 1978; Howard & Fazio, 1980; Bartle,
1991), esses contaminantes ocorrem em diferentes grupos de alimentos e
bebidas incluindo vegetais, frutas, carnes, 6leos e gorduras, cereais e derivados,
produtos lacteos, café, cha, entre outros (Howard & Fazio, 1980; Dennis et al.,
1983: Lawrence & Weber, 1984; De Vos et al.,, 1990, Gomaa et al., 1993; Yabiku
et al., 1993; Pupin & Toledo, 1996 a e b; Greenberg et al., 1993, Lodovici et al.,
1995; Husain et al.,, 1997; Noll & Toledo, 1997 a e b; Toledo & Camargo, 1998;
Falcon et al., 1999).

Considerando-se, portanto, o risco potencial a saude humana por
exposicdo aos HPAs e o fato dos mesmos estarem presentes em grande parte
dos alimentos normalmente consumidos pelo homem, existe uma preocupagdo
mundial quanto a ingestdo desses compostos através da dieta (Dennis et al,
1983:; De Vos ef al., 1990; Lodovici ef al., 1995).
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Dennis et al. (1983) demonstraram que na Inglaterra, por exemplo, o0 grupo
de alimentos formado pelos Oleos e gorduras (manteiga,queijo € margarina) e o
dos cereais (paes e farinha de trigo) eram os que apresentavam os maiores niveis
de HPAs. A estimativa de ingestdo de HPAs, considerando-se a dieta total, foi de
3,7 ug/pessoal/dia. Pesquisa semelhante realizada por De Vos et al. (1990) na
Holanda estimou uma ingest&o diaria de HPAs entre 5,0 e 17,0 ug/pessoa/dia,
embora o0s hidrocarbonetos determinados pelos dois autores ndo tenham sido
exatamente os mesmos. O estudo holandés também concluiu que os cereais e 0s
oleos vegetais sao as maiores fontes de HPAs na dieta.

Na ltalia, Lodovici et al. (1995) demonstraram que entre os 12 grupos de
alimentos analisados, cinco eram o0s maiores responsaveis pela ingestao de
HPAs, pelo fato de serem os alimentos mais consumidos. Sdo eles: cereais,
produtos lacteos, carnes, vegetais e frutas. A estimativa da ingestao foi de 3,0
Hg/pessoal/dia considerando-se todos os HPAs e de 1,4 ug/pessoal/dia para os
carcinogénicos.

Até o momento, ndo existem no Brasil informagSes sobre a presenca de
HPAs em diferentes grupos de alimentos que compdem a dieta. Encontram-se
disponiveis dados de contaminagdo em apenas alguns tipos especificos de
alimentos como produtos carneos, 6leos vegetais, margarinas, cremes vegetais e
maioneses (Yabiku et al., 1993; Pupin & Toledo, 1996 a e b; Noll & Toledo, 1997
a e b; Toledo & Camargo, 1998; Camargo & Toledo, 2000).

O presente estudo teve por objetivos estimar a ingestdo diaria de HPAs a
partir da dieta brasileira e identificar o alimento ou grupo de alimentos que mais

contribuem como fonte de exposicéo a esses compostos.
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Material e métodos

Dados de consumo

Os dados de consumo de alimentos e bebidas pela populagéo Brasileira
foram inferidos a partir dos resultados de uma pesquisa nacional intitulada
“Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF)’, realizada pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), nas regides metropolitanas de Belém, Fortaleza,
Recife, Salvador, Belo Horizonte, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Curitiba, Porto
Alegre, além de Brasilia (DF) e o municipio de Goiania. Nestas areas urbanas
encontram-se 29,85% da populacéao brasileira, compreendendo diferentes classes
sociais, idade, sexo e nivel de escolaridade. A pesquisa teve a duragédo de doze
meses de coleta de campo, abrangendo o periodo de 01 de outubro de 1995 a 30
de setembro de 1996 (IBGE, 1998).

A unidade amostral foi o domicilio particular permanente. O plano de
amostragem delineado pelo IBGE foi aplicado independentemente para cada uma
das 11 areas que compdem a pesquisa. Para a coleta de dados de consumo o
IBGE utilizou o método “Diario de Alimentos”, onde 16.014 participantes (880 a
1.982 por regido metropolitana) registraram diariamente e durante sete dias
consecutivos a descricdo detalhada de cada produto adquirido, o valor pago, a
unidade de medida, o local de compra e a quantidade em gramas ou mililitros
consumida (IBGE, 1998). Dessa forma, foram identificados os alimentos mais

consumidos no Brasil, assim como as quantidades per capita.

Amostragem

Inicialmente, os alimentos identificados na pesquisa do IBGE (1998) foram
agrupados em 11 categorias principais, de forma a compor um modelo de dieta.
Em seguida, em cada uma das categorias foram identificados subgrupos de
alimentos e seu consumo médio nacional. Finalmente, dentro de cada subgrupo

foram selecionados para analise os alimentos mais consumidos em todas as



regibes metropolitanas ou aqueles considerados mais importantes como fonte
potencial de exposi¢cdo a HPAs (Tabela1).

Produtos in natura como vegetais e frutas foram coletados de seis pontos
de amostragem, durante a época do inverno, ndo tendo sido consideradas as
diferencas sazonais. Em cada local de coleta selecionado foram adquiridas,
aleatoriamente, 2 kg de alface, 7,5 kg de repolho e 5 kg de tomate. Quanto as
frutas, 5 kg de maga e péra, e 2 kg de uva, compuseram as amostras.

No caso de alimentos industrializados foram analisados trés lotes de trés
marcas diferentes, totalizando nove amostras de cada produto, adquiridas em
supermercados da cidade de Campinas, SP.

Amostras de paes, tubérculos e pizza foram obtidas de trés locais distintos,
em quantidades variaveis, de acordo com as caracteristicas de cada produto.

A mesma quantidade de cada lote e/ou produto foi individualmente pesada,
combinada, homogeneizada e a mistura congelada para posterior analise. Antes
da homogeneizacdo, quando necessario, os alimentos foram preparados da
maneira usual para consumo, sem 0leo, sal ou qualquer outro tipo de condimento
que pudesse interferir nas analises. Todas as amostras foram analisadas em

duplicata.
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Tabela 1. Alimentos da dieta brasileira mais consumidos (g/pessoa/dia), segundo
dados do IBGE (POF - 1995/1996)".

Grupo Subgrupo® Consumo (g/dia)® Contribuigdo de
cada grupo (%) no
total consumido
Vegetais Folhosas e florais: alface 7,71 0,83
Frutosas: tomate e repolho 33,71 3,62
Frutas Frutas frescas: maga, péra e uva 110,68 12,00
Produtos lacteos Leite 140,71 15,11
Produtos de leite: queijo e iogurte 21,60 2,32
Oleos e gorduras Oleos: soja 20,62 2,21
Gorduras: margarina 17,76 1,91
Cereais Arroz: arroz polido 78,04 8,38
Massas: macarrao 12,34 1,33
Farinhas: farinha de mandioca 19,76 212
Féculas: fuba 8,13 0,87
Pdes: pao francés e de forma integral 57,55 6,18
Biscoitos: bolacha agua e sal 11,95 1,28
Leguminosas Feijao, ervilha e amendoim 28,73 3,10
Tubérculos Batata, cenoura 52,88 5,68
Bebidas Alcodlicas: cerveja 20,63 2,22
Nzo Alcodlicas: refrigerantes de cola 61,34 6,59
Infusbes: cha e café 7,22 0,78
Agucares Actcar refinado 61,60 6,62
Carnes Produtos defumados: bacon, frango, 148,17 15,92
lingiica, salsicha e mortadela
Outros Pizza 9,65 1,03

" Fonte: IBGE (1998).

2 Foram selecionados para representar cada grupo, os alimentos mais consumidos ou aqueles de maior importancia
como fonte potencial de HPAs.
3 Baseado em um consumo total didrio de alimentos e bebidas de 831g/pessoa/dia.
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Dados analiticos

Os HPAs selecionados para determinag&o estao listados na Tabela 2. O
método analitico utilizado para a maioria das amostras foi o desenvolvido por
Speer et al. (1990). O procedimento de extragcado envolveu saponificagdo com
hidroxido de sodio metandlico, particdo liquido-liquido com cicloexano e
dimetilfformamida-agua (9:1, v/v). O extrato obtido foi submetido a um processo de
purificagdo em coluna cromatografica de silica gel. Excec¢éo foi feita para o grupo
das bebidas onde se adotou 0 método proposto por Hischenhuber & Stijve (1987).

As analises foram conduzidas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Para tanto, foi utilizado um cromatégrafo com bomba quaternaria Waters
modelo 600 e injetor automatico Waters modelo 717. O sistema também estava
equipado com um detector de fluorescéncia Waters modelo 474, com
comprimentos de onda de excitagdo e emissdo de 290 e 430 nm,
respectivamente. Para a separagdo dos HPAs foi empregada uma coluna C18
Vydac (201 TP) de 5 um, com 25 cm x 46 mm d.i., termestavel a 30 °C. As
amostras (30 pl) foram eluidas com fase moével isocratica composta de
acetonitrila-agua (75:25, v/v), a uma vazédo constante de 1,0 ml/minuto. O

integrador utilizado foi o Spectraphisics, modelo SP4400.

Ingestdo de HPAs

A ingestao diaria de HPAs (ug/pessoal/dia) pela populagdo brasileira foi
estimada com base no modelo da dieta total (OMS, 1985). Para tanto, foram
utilizados os dados de consumo inferidos de uma pesquisa nacional de
orgamentos familiares (Tabela 1) e as concentracdes de hidrocarbonetos

presentes nos alimentos analisados.
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Tabela 2. Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs): abreviagéo,

carcinogenicidade e limite de deteccao.

Composto Nome abreviado Carcinogenicidade' Limite de detecgéo
(ngrkg)*

Fluoranteno Flu - 0,23
Pireno Py - 1,03
Benzo(a)antraceno B(@)A + 0,12
Criseno Cri + 0,37
Benzo(e)pireno B(e)P - 1,29
Benzo(b)fluoranteno B(b)F + 0,07
Benzo(k)fluoranteno B(k)F + 0,08
Benzo(a)pireno B(a)P + 0,07
Dibenzo(ah)antraceno D(ah)A + 0,17
Benzo(ghi)perileno B(ghi)P - 0,15

1 Suficiente evidéncia (+);evidéncia limitada (t); insuficiente or nenhuma evidéncia (-) para carcinogenicidade em animais de
laboratério (IARC, 1983).
2 Limite de detecg@o determinado segundo Miller & Miller (1993).

Resultados e discussao

Dados analiticos
A Tabela 3 apresenta os niveis médios de HPAs em diferentes subgrupos
de alimentos, calculados a partir da concentragcao determinada nos alimentos

selecionados para representar cada um dos subgrupos.
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Tabela 3. Niveis médios de HPAs (ug/kg) nos subgrupos de alimentos.

Produtos Teor médio de HPAs (ug/kg)’
Flu Py B(a)A Cri B(e)P  B(bJF B(k)F B(@P D(ah)A B(ghi)P ZHPAs

Vegetais

- Folhosos e florais 533 3,04 0,46 nd. 1,39 0,31 0,20 0,07 0,17 1,45 12,42

- Frutosos 4,24 163 031 nd. n.d. 0,11 0,16 0,09 017 217 8,88
Frutas 2,60 n.d. 0,12 n.d. nd. n.d. 0,12 n.d. nd 1,04 3,88
Produtos lacteos

- Leite 442 n.d. nd. nd. nd. nd. 0,08 nd. nd. 0,76 526

- Produtos de leite 3,04 nd. n.d. nd. n.d. n.d. 0,08 n.d. nd 1,08 4,20
Oleos/gorduras

- Oleos 10,58 n.d. 4,60 nd. 15,20 6,39 232 7.21 5,60 nd. 51,90

- Gorduras 3,96 nd. 1,62 nd. 514 1,31 027 0,84 n.d. 0,40 13,54
Cereais

- Arroz n.d nd. nd. n.d n.d. nd. 0,08 0,13 nd. nd. 0,21

- Massas n.d. nd. 0,13 nd. nd. nd. 0,11 0,15 n.d. n.d. 0,39

- Farinhas 1,34 nd. 0.13 n.d. n.d. 0,16 0,08 0,08 nd. nd. 1,79

- Féculas 2,10 n.d. 0,40 nd. nd. 0,17 0,09 0,12 nd. n.d. 2,88

- Paes 2,33 nd. 0,63 n.d. 0,68 0,35 0,13 0,30 0,17 0,15 474

- Biscoitos 2,78 n.d. 0,68 n.d. 1,50 062 017 0,35 nd. nd. 6,10
Leguminosas 0,10 n.d. 0,12 nd. n.d. 0,20 0,08 0,07 0,17 n.d. 0,74
Tubérculos 2,30 nd. 0,28 nd. n.d. 0,33 0,18 0,20 0,17 1,72 518
Bebidas

- Alcodlicas 1,33 n.d. 0,14 n.d. nd. n.d. 0,28 0,20 nd 0,27 222

- Nao Alcodlicas nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. 0,07 nd. nd. 0,07

- Infusdes 2,24 2,34 0,23 nd. n.d. 0,17 0,06 0,30 0,08 n.d. 543
Aclcares 9,29 nd. nd. nd. n.d. 0,70 0,09 019 517 n.d. 15,44
Camnes

- Produtos defumados 2,52 nd. 023 nd 1,29 0,32 0,08 027 017 1,24 6,12
Qutros

- Pizza 2,20 n.d. 012 n.d. nd. 0,18 0,12 0,23 n.d. 111 397

n.d.: ndo detectado, Limite de detec¢cao: Tabela 2.

O criseno foi o unico HPA nao detectado nas amostras analisadas
enquanto que fluoranteno e benzo(k)fluoranteno foram encontrados em todos os
grupos de alimentos.

Varios autores (Dennis ef al., 1983; Vaessen ef al., 1988; De Vos et al,,
1990) reportaram a ocorréncia de criseno na maicria dos alimentos analisados,

em niveis relativamente altos. Na pesquisa conduzida por De Vos et al., por
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exemplo, criseno foi o hidrocarboneto presente em maior concentragao (36 pug/kg
no grupo de alimentos “agucares e doces”).

Entre os HPAs carcinogénicos, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno e
benzo(a)antraceno foram os que ocorreram mais frequentemente, sendo
encontrados em 95%, 86% e 76% das amostras, respectivamente (Tabela 3).

O subgrupo dos 6leos apresentou os niveis mais altos de HPAs totais,
2=51,90 pg/kg, dos quais 50 % corresponderam a fragdo carcinogénica. Os
agucares também se destacaram quanto a presenca de HPAs carcinogénicos.
Dos quatro compostos detectados, o dibenzo(a,h)antraceno foi o que apresentou
0 maior teor médio (5,17 ug/kg).

No grupo dos vegetais foram encontrados quase todos os hidrocarbonetos
analisados, em niveis individuais de até 5,33 ug/kg.

O nivel de benzo(a)pireno determinado em pizza assada sob fogo & lenha
(0,23 ng/kg) foi aproximadamente 10 vezes superior aquele relatado por Lodovici
et al. (1995).

Trabalhos anteriores feitos no Brasil com dleo de soja evidenciaram uma
contaminacgdo relativamente menor desse produto por benzo(a)pireno (Pupin &

Toledo, 1996), o que indica uma variabilidade da contaminacéo deste éleo por
HPAs.

Ingestao de HPAs
As estimativas de ingestéo diaria de HPAs a partir dos diferentes grupos de

alimentos que compdem a dieta brasileira estdo apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4. Ingestao de HPAs (ug/pessoa/dia) através da dieta.

Produtos Ingestdo de HPAs (ug/dia x 107)

Flu Py B@A Cn B(e)p B(F BkF B(@P Dah)A -BighilP IHPAs

Vegetais

- Folhosos e florais 40 2,0 0,4 - 1,0 02 02 0,05 01 1,0 130

- Frutosos 14,0 50 1.0 - - 04 05 03 086 0,07 310
Frutas 290 E 1,0 - - - 1,0 - - 12,0 43,0
Produtos lacteos

Leite 62,0 - - - - - 1,0 - - 11,0 74,0

Produtos de leite 7.0 - - - - - 072 - - 20 10,0
Oleos/gorduras

Oleos 220 - 10,0 - 31,0 13,0 50 15,0 12,0 5 108,0

Gorduras 7,0 - 30 - 9.0 20 0,05 1,0 - 0,08 24,0
Cereais/farinhas/massas

Arroz - - - - - - 1,0 1,0 - - 20

Massas - - 0,2 - - - 01 0,2 - - 30

Farinhas 3,0 - 03 - - 03 0,2 0,2 - - 7.0

Féculas 20 - 03 - - 0.1 0,07 0,1 - - 6,0

Paes 13,0 - 40 - 40 2,0 1,0 20 1,0 10 280

Biscoitos 3,0 - 1,0 - 17,0 1,0 0,2 04 - - 240
Leguminosas 03 - 03 - - 0,01 0,2 0,2 05 - 6,0
Tubérculos 12,0 - 1,0 - - 20 1,0 1.0 1.0 9,0 27
Bebidas

Alcoolicas 3,0 - 06 - - - 0.1 04 - 1.0 7.0

N&o alcodlicas - - - - - - - <0,01 - - 0,01

Infusdes 20 2,0 02 - - 0,1 0,04 0,2 6,0 - 9,0
Agucares

Acucar refinado 57,0 - - - - 40 086 1,0 320 - 95,0
Carnes 370 B 3,0 - 19,0 50 10 40 30 18,0 90,0
OQOutros

Pizza 20 - 01 - - 0.2 0,1 0,2 - 1,0 7.0
Ingestao total® 280,0 9.0 320 - 81,0 35,0 240 36,0 53,0 64,0 615,0

1 Ingestdo total = soma das ingestdes de cada HPA considerando-se todos os grupos de alimentos. Para a soma dos HPAs os
valores de ingestdo <0,01 foram considerados como sendo 0,01.

A ingestdo de HPAs totais através da dieta foi estimada em 6,15
ug/pessoaldia. Considerando-se apenas os hidrocarbonetos carcinogénicos, esse
valor é reduzido para 1,90 ug/pessoa/dia. Para efeito de calculo, os valores de
ingestdo obtidos para cada HPA, quando abaixo de 0,01 ug/kg, foram
arredondados para 0,01 ug/kg.
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De acordo com os resultados obtidos, trés sdo os grupos de alimentos que
mais contribuem para a ingestdo diaria de HPAs totais: Oleos e gorduras
(1,32ug/pessoa), agucares (0,95 ng/pessoa) e carnes (0,90 ug/pessoa).

A Figura 1 mostra a contribuicdo de cada grupo de alimentos na ingestéo
diaria de HPAs carcinogénicos. Da mesma forma que para os HPAs totais, o
grupo dos oleos e gorduras (37,4%), seguido em ordem decrescente pelos grupos
dos agucares (20,0%) e dos cereais (14,2%), sdo os que mais contribuem para a
ingestao da fragdo carcinogénica, embora 0os dois primeiros ndo sejam 0s grupos

mais representativos em termos de dieta total (Tabela 1).

37.4
40'0{ = A- Vegetais

B- Frutas

C- Lacteos

D- Oleos e Gorduras
E- Cereais

F- Leguminosas

G- Tuberculos

H- Bebidas

I- Acticares

J- Cames

K- Outros

30,0

25,0

20,0

15,0+

Contribuigdo (%)

10,0+

5,0

0,0

Figura 1. Contribuicdo de diferentes grupos de alimentos na ingestdo potencial
dos HPAs carcinogénicos B(a)A, B(b)F, B(k)F, B(a)P e D(ah)A.

Por outro lado, a contribuigdo dos lacteos e frutas na ingestdo dos
hidrocarbonetos carcinogénicos pode ser considerada relativamente baixa,

mesmo sendo o leite um dos itens da dieta mais consumidos no Brasil.
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Comparando-se os resultados do presente estudo com dados disponiveis
na literatura, observa-se que na dieta de varios paises, da mesma forma que na
brasileira, o grupo dos oOleos e gorduras € o dos cereais sd3o, em geral, as
principais fontes de exposicdo aos HPAs. Na Inglaterra, os 6leos e gorduras
(representado por manteiga, queijo e margarina) apresentaram as maiores
quantidades de HPAs (Dennis et al., 1983). No entanto, os autores consideraram
que os cereais (paes e farinha de trigo) sao os alimentos que mais contribuem
para a ingestdo desses compostos, uma vez que sao 0s mais consumidos na
dieta. A ingestao diaria de HPAs pelos ingleses, considerando-se a dieta total, foi
de 3,7 ug/pessoal/dia, valor 1,6 vezes menor que o valor estimado no presente
estudo (6,2 pg/pessoal/dia)

Outra pesquisa realizada na Holanda por De Vos et al. (1990) também
revelou que os grupos dos dleos e gorduras e o dos cereais sd0 0s mais
representativos para a ingestdo de HPAs naquele pais. Com base na dieta total,
os autores estimaram uma ingestao diaria entre 5,0 e 17 pg/dia para os HPAs
totais e metade desse valor para a fragao carcinogénica.

Na ltalia, Lodovici ef al. (1995) evidenciaram que alguns dos produtos mais
consumidos na dieta total (leite, pdo, massas, carmne vermelha e macas sem
casca), apresentavam niveis de HPAs relativamente baixos. De acordo com esta
pesquisa, carne de churrasco e pizza de forno a lenha foram os alimentos mais
contaminados pelos hidrocarbonetos. No entanto, os autores consideraram que
estes alimentos ndo eram importantes fontes de exposi¢ao aos HPAs, pelo fato de
terem um consumo reduzido na ltalia. Nesse pais, ao contrario do Brasil, a
contribuicdo dos 6leos para a ingestdo de HPAs foi insignificante. Considerando-
se todos os HPAs, a ingestdo potencial diaria estimada pelos italianos foi metade
(3ug/pessoal/dia) daquela evidenciada para os brasileiros. Entre os compostos
carcinogénicos, esta diferenca foi relativamente menor: 1,4 e 1,9 ug/pessoa/dia,
respectivamente na ltalia e no Brasil.

Considerando-se, portanto, a ampla distribuicdo de HPAs na natureza,

presentes em praticamente todas as categorias de alimentos, qualquer medida
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para a redugdo da exposicdo humana a estes compostos deve ser dirigida tanto
ao controle dos alimentos que, embora consumidos em baixa quantidade,
apresentam elevada contaminag¢ao por HPAs, como daqueles que se apresentam

menos contaminados.
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ABSTRACT

PAHs occur as contaminants in different types of food predominantly from
environmental pollution, food packaging and food processing and the levels found
depend on the source of the contamination. PAHs emissions from automobile
traffic and industry activities were shown to influence the PAHs levels and profiles
in vegetables and fruits grown nearby. The present study was carried out to
determine the levels of PAHs in samples of lettuce, tomato, cabbage, apple, grape
and pear, and use these data to further estimate the dietary exposure of Brazilians
to PAHs. Samples of each fruit and vegetable were collected in six different places
and analysed for ten PAHs. The analytical method involved saponification with
methanolic KOH, liquid-liquid extraction with cyclohexane, clean-up on silica gel
column and determination by high performance liquid chromatography using
fluorescence detection. The mean levels of total PAHs were 13.53 ug/kg in lettuce,
9.50 pg/kg in tomato, 8.86 ug/kg in cabbage, 4.05 ug/kg in apple, 3.77 ug/kg in
grape and 3.87 ug/kg in pear. Of the carcinogenic PAHS, benzo(a)anthracene was
the most representative, being found in 89% of all samples analysed. Chrysene

was not detected in any sample.

Keywords : Polycyclic aromatic hydrocarbons, vegetable, fruit.
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INTRODUCTION

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are fused-ring aromatic
compounds formed during incomplete combustion of organic material (Howard &
Fazio, 1980; Husain et al, 1997). Ever since PAHs were recognized as a
carcinogenic class of compounds in the late twenties, many studies have been
developed to identify and quantify the human exposure sources (Larsson, 1986).

PAHs occur as contaminants in different food categories and beverages
including water, vegetables, fruit, cereals, oils and smoked meat (Howard & Fazio,
1980; Lawrence & Weber, 1984; De Vos et al., 1990; Lodovici et al., 1995). The
sources of PAHs in food are predominantly from environmental poliution and food
processing (Lo & Sandi, 1978).

In vegetables and fruits, the presence of PAHs originates mainly by
deposition of air pollution particulates on their surfaces (Larsson, 1986). The
levels found are dependent on the location of the growing sites and on the
product. Samples from highly industrialized areas or grown near roadways
generally show higher levels than those from rural areas. The concentrations of
PAHs are generally greater on plant surfaces, such as in the peel of fruit and outer
leaves of cabbage, than in the internal tissues (Larsson, 1986). The highest PAH
levels in plants grown in areas with air pollution are specially found in vegetables
with a large surface area exposed, e.g., lettuce, kale and spinach.

The present study was carried out to determine the levels of PAHs in
samples of apple, grape, pear, lettuce, tomato and cabbage and use these data to
further estimate the dietary exposure of Brazilians to PAHs. The occurrence of
road side plantation is very common around the metropolitan area of Campinas, a
Brazilian industrial city. Thus, in order to also investigate the influence of the
pollution on PAHSs levels in vegetables, the location of the growing sites was taken

into account.
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MATERIALS AND METHODS

Sampling

Samples of lettuce (2 kg), tomato (5 kg), cabbage (7.5 kg), apple (5 kg),
grape (2 kg) and pear (5 kg) were collected from six different places around the
metropolitan area of Campinas, SP, in July of 1997. The samples of vegetables
were from roadside vegetation (including highways) and rural areas. All samples
for each type of fruit and vegetable from roadside were combined, and the mixed
samples were homogenised with no addition of fluids. The same procedure was
followed for samples from rural areas. The homogenates were kept frozen at

—15°C until analysis.

Reagents
Cyclohexane, methanol and acetonitrile (HPLC grade) were purchased from
Mallinckrodt, ChromAR (Canada). The Silica Gel 60 used (70-230 mesh, ASTM)

was obtained from Merck SA Chemical Industries (Brazil).

PAHs

Ten PAHs were selected for analysis (Table 1). Benzo(a)pyrene and
benzo(e)pyrene were purchased, respectively, from Sigma and Aldrich Chemical
Co (USA). The remaining PAHs were from Supelco, Inc. (USA).
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Table 1. Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), their abbreviations and

carcinogenicity.

Compound Abbreviated name Carcinogenicity’
Fluoranthene Flu -
Pyrene Py _
Benzo(a)anthracene B(a)A +
Chrysene Chy +
Benzo(e)pyrene B(e)P -
Benzo(b)fluoranthene B(b)F +
Benzo(k)fluoranthene B(k)F +
Benzo(a)pyrene B(a)P +
Dibenzo(ah)anthracene D(ah)A +
Benzo(ghi)perylene B(ghi)P -

' Sufficient evidence (+); limited evidence (%), insufficient or no evidence (-) for carcinogenicity in laboratory animals (IARC,
1983).

Methodology

Extraction and clean up procedures were conducted according to Speer et
al. (1990), as described below. Reagent blank controls were analysed
simultaneously for the presence of PAHs with each series of samples. All samples

were analysed in duplicate.

Extraction

A homogenized portion of 25 g of each vegetable (lettuce, tomato and
cabbage) was boiled under reflux with 100 ml of a 2 M solution of potassium
hydroxide in methanol for 5 hours. The saponified material was transferred into a
500 ml separating funnel. The flask was rinsed with 100 ml methanol/distilled
water (9:1, v/v). The mixture was extracted twice for 2 minutes with 150 ml

cyclohexane.
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The organic layer was first washed with 100 ml methanol/water (1:1, viv)
and finally with 100 ml distilled water. Then the organic layer was transferred into
a 500 ml round bottom flask. The volume of the samples was reduced to 50 ml at
40 °C using a vacuum rotary evaporator. The cyclohexane was extracted with
three aliquots of N,N-dimethylformamide-water (9:1, v/v) (50, 25 and 25 ml), then
the combined dimethylformamide extract was diluted with 100 ml of a 1% sodium
sulfate solution and re-extracted with aliquots of 50, 35 and 35 ml cyclohexane.
The combined solution was washed twice with 40 ml distilled water, dried with
anhydrous sodium sulfate (2.5 g) and concentrated on a rotary evaporator to 5 mi
at 40 °C.

Clean up

The concentrated extract (5 ml) was purified by column chromatography on
silica gel, as described by Grimmer & Boehnke (1975). A glass column (200 x 10
mm id.) was packed with 5g deactivated silica gel (15% water) and 2,5g
anhydrous sodium sulfate on the top. The PAHs extract was applied to the top of
the column and eluted with 85 ml of cyclohexane. The first 10 ml was discarded
and the 10-85 ml fraction was concentrated to about 1 mi, and dried under a flow

of nitrogen. Finally, the residue was dissolved in 2 ml acetonitrile.

Analysis

HPLC analysis was carried out using a Model 600 solvent delivery system
and a Model 717 automatic injector with a 30 ul sample loop (Waters Associates).
The system was also equipped with a Waters Model 474 fluorescence detector
(excitation wavelength 290 nm and emission wavelength 430 nm). A C18 Vydac
201 TP column (5 um, 250 x 4.6 mm) at 30 °C and a mobile phase composed of
acetonitrile-water (75:25,viv), at a flow rate of 1 ml/min, was used to separate the
PAHSs.
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Quantification of PAHs

It was conducted in a HPLC instrument as described in the previous item.
The external standard plot method was used. Triplicate injections of 30 yl PAHs
standard solutions were used to construct linear regression lines (peak area ratios
versus each PAH concentration).

Detection limit, defined as the concentration corresponding with peak height
of three times the baseline noise level, was calculated for each PAH following
Miller & Miller guidelines (1993). Conversion of this value to ng PAH per kg of

sample required division by the mass of the sample analysed.

Peak identity

The identification of PAHs was conducted on a Shimadzu gas
chromatography-mass spectrometer (GC-MS) QP5000 system. A fused silica
capillary column, 30 m x 0.25 mm i.d., 0.25 um film coated with 95% dimethyl-5%
diphenylpolysiloxane (Supelco) was used with helium carrier at 0.7 ml/min. The
GC oven temperature programme was as follow: 120°C for 3 minutes, 5°C/min to
280°C, hold for 26 minutes. Total run time was 60 minutes. A 3 pl aliquot of the
purified sample extract was injected in the splitless mode, and the purge valve was
open after 3 minutes. The data were acquired operating the MS in single-ion
monitoring (SIM) mode. Peak spectra were compared to the mass spectra of PAHs
standards and the NBS library supplied with the instrument. The MS detector

acquisition parameters are summarized by group run times in Table 2.

Recovery and repeatability studies

In order to verify the accuracy and precision of the analytical procedure,
recovery experiments were carried out by spiking lettuce and apple samples (n=6)
with a mixture of standard PAHs ranging from 2.88 to 4.60 ug/kg. The repeatability
of the method was evaluated through the coefficients of variation (CV) associated

to measurements of each PAH performed during recovery tests.
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Table 2. MS detector data acquisition parameters.

PAH Retention time Group Group time (min) lons monitored
(min)
FLU 26.3 1 until 29 101, 202
PY 27.3 101, 202
B(a)A 334 2 30-37 114, 228
CRI 336 114, 228
B(b)F 396 3 38 -50 126, 252
B(k)F 398 126, 252
B(e)P 416 126, 252
B(a)P 420 126, 252
D(a,h)A 53.7 4 51-60 138, 276, 278
B(ghi)P 56.4 138, 276, 278
RESULTS AND DISCUSSION

Figure 1 shows the chromatograms of a mixture of PAH standards and of a
vegetable sample. Peaks were identified initially by comparing the retention times
of the peaks in the sample chromatograms with those of reference PAH standards
and by addition of PAH standards to the samples for co-chromatography. Further
confirmation of identity was achieved by CG-MS.

The mean recovery data, coefficients of variation (CV) and limits of
detection are presented in Table 3. In general, recoveries and CV obtained were
satisfactory for determinations at the ug/kg level. An exception was chrysene (in
lettuce samples) which had a low recovery (64%) and high variation (61%). The

results reported for PAHs levels were not corrected for recovery.
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Figure 1. Chromatograms of (a) mixture of PAHs standards and (b) lettuce sample.
Conditions: column 5 pm Vydac 201 TP; mobile phase acetonitrile-water (75:25,
v/v), injection: 30 ul; flow rate: 1 mi/min; fluorescence detection. PAHs: 1.
fluoranthene; 2. pyrene; 3. benzo(a)anthracene; 4. chrysene; 5. benzo(e)pyrene;
6. benzo(b)fluoranthene; 7. benzo(k)fluoranthene; 8. benzo(a)pyrene; 9.

dibenzo(ah)anthracene; 10. benzo(ghi)perylene.
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Table 3. Limits of detection, mean recoveries ( R ) and coefficients of variation

(CV) of PAHs added to lettuce and apple samples.

Lettuce Apple
PAH Limit of detection  Spiking level R(%) CV (%) R(%) CV (%)
(ng/kg) (ng/kg)
Fluoranthene 0.23 3.8 82 17 84 13
Pyrene 1.03 3.8 95 18 78 6
Benzo(a)anthracene 0.12 40 85 16 84 4
Chrysene 0.37 46 64 11 74 5
Benzo(e)pyrene 1.29 3.8 86 21 75 10
Benzo(b)fluoranthene 0.07 41 87 15 82 5
Benzo(k)fluoranthene 0.08 4.1 62 18 80 7
Benzo(a)pyrene 0.07 4.5 90 6 82 3
Dibenzo(ah)anthracene 0.17 29 75 9 85 5
Benzo(ghi)perylene 0.15 4.0 99 19 91 3

Tables 4-7 show the concentrations of PAHs found in fruits and vegetables.
As can be seen, the vegetables (independent of the growing sites) showed higher
mean levels of total PAHs (4.38 — 17.93 pugrkg) than the samples of fruits (3.77 —
4.05 pg/kg). Among the vegetables, lettuce showed higher levels of PAHs (17.93
ug/kg) as compared to tomato (14.62 pg/kg) and cabbage (13.27 pg/kg). These
results were expected due to the large surface area of lettuce in comparison to the
other ones. In the fruit group, the levels of PAHs were quite similar and relatively
low: 4.05; 3.87 and 3.77, respectively, for apple, grape and pear. Grapes showed
the highest individual and total PAHs concentrations.

According to other studies there is no pattern for PAH contamination in
fruits. De Vos et al (1990), for example, found only fluoranthene and

benzo(b)fluoranthene in this commodity group. Among the PAHs found in apples
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by Lodovici et al. (1995), three were also detected in the present work for the
same fruit (fluoranthene, benzo(k)fluoranthene and benzo(ghi)perylene).

The amount of PAHs in vegetable is influenced by the growing site, e.g.,
samples grown close to the road showed higher concentrations of PAHs (17.93;
14.62 and 13.27 ug/kg) than those from rural areas (9.12; 4.38; 4.44 ng/kg),
respectively, for lettuce, tomato and cabbage. The levels of HPAs determined in
lettuces grown near road (Table 4) was lower than those found by Larsson &
Sahberg (1981) (26 - 50 pg/kg). In comparison to Lodovici et al. (1995) data
(independent of the growing sites), the concentrations of total PAHs in Brazilian
lettuce were higher than those reported by the authors (X PAHs = 2.61 ug/kg).
Similarly, when comparing the data for tomato, Lodovici ef al. (1995) found lower
(0.64 pug/kg) amounts of total PAHs than those showed on Table 4.

Fluoranthene and benzo(ghi)perylene occurred in all samples analysed.
The highest mean concentrations of fluoranthene and benzo(g,h,i)perylene was
found, respectively, in lettuce (8.68 nug/kg) and tomato (3.45 pg/kg). Among the
carcinogenic PAHs (Table 1), benzo(a)anthracene was the most representative,
being found in 89% of the samples with the highest concentration in lettuce (0.77
ng/kg). Chrysene was not detected in any sample.

The results of this limited study indicated high levels of contamination of
fruits and vegetables by PAHs and confirms that their levels in plants are
dependent on the location of the growing sites and on the exposed surface of the

vegetable to the air pollution.
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Table 4. Average and maximum PAHs levels (ug/kg) in lettuce from different
growing sites.

Plantation Area

Roadway (ug/kag) Rural areas (ng/kg)
PAH Mean’ Max Mean’ Max
Fluoranthene 8.68 10.88 5.36 6.30
Pyrene 3.94 4.85 247 2.86
Benzo(a)anthracene 0.68 0.77 0.42 0.62
Chrysene n.d. n.d. n.d. n.d.
Benzo(e)pyrene 1.22 1.94 n.d. n.d.
Benzo(b)fluoranthene 0.41 0.68 0.22 0.34
Benzo(k)fluoranthene 0.28 0.35 0.20 0.31
Benzo(a)pyrene 0.08 0.15 n.d. n.d.
Dibenzo(ah)anthracene 0.22 045 n.d. n.d.
Benzo(ghi)perylene 242 3.34 0.45 0.62
T PAHs (ug/kg) 17.93 23.41 9.12 11.05

n.d.= not detected; see Table 3 for detection limit
Determination in triplicate
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Table 5. Average and maximum PAHs levels (ug/kg) in tomato from different

growing sites.

Plantation Area
Roadway (pg/kg) Rural areas (pg/kg)
PAH Mean’ Max Mean’ Max
Fluoranthene 6.19 7.88 2.29 2.54
Pyrene 2.53 3.30 0.73 1.10
Benzo(a)anthracene 0.35 0.37 0.25 0.39
Chrysene n.d. n.d. n.d. n.d.
Benzo(e)pyrene <1.29 2.21 n.d. n.d.
Benzo(b)fluoranthene 0.14 0.20 0.07 0.07
Benzo(k)fluoranthene 0.26 0.45 <0.07 0.08
Benzo(a)pyrene 0.12 0.12 <0.07 0.08
Dibenzo(ah)anthracene 0.29 0.32 n.d. n.d.
Benzo(ghi)perylene 3.45 3.86 0.90 1.21
Z PAHSs (ug/kg) 14.62 18.71 4.38 547

n.d.= not detected; see Table 3 for detection limit
*Determination in triplicate
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Table 6. Average and maximum PAHSs levels (ug/kg) in cabbage from different

growing sites.

Plantation Area
Roadway (pg/kg) Rural areas (pg/kg)
PAH Mean' Max. Mean" Max.
Fluoranthene 5.53 6.55 1.75 1.78
Pyrene 273 272 n.d. n.d.
Benzo(a)anthracene 0.36 0.37 0.38 0.43
Chrysene n.d. n.d. n.d. n.d.
Benzo(e)pyrene 2.10 3.46 0.85 1.32
Benzo(b)fluoranthene 0.47 1.07 0.14 0.18
Benzo(k)fluoranthene 0.21 0.23 0.06 0.1
Benzo(a)pyrene 0.12 0.20 <0.07 0.07
Dibenzo(ah)anthracene n.d. n.d. n.d. n.d.
Benzo(ghi)perylene 1.75 2.19 1.19 1.84
T PAHSs (ug/kg) 13.27 16.79 4.44 5.73

n.d.= not detected; see Table 3 for detection limit
‘Determination in tnplicate
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Table 7. Average’ and maximum PAHSs levels (ug/kg) in fruit.

Fruit
Apple (na/kg) Pear (na/kg) Grape (ng/kg)
PAH Mean Max. Mean Max. Mean Max.
Fluoranthene 273 4.61 2.44 3.74 262 4.57
Pyrene n.d. nd. nd. n.d. n.d. n.d.
Benzo(a)anthracene n.d. n.d. <0.12 0.20 0.12 0.25
Chrysene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Benzo(e)pyrene n.d. n.d. nd. n.d. nd. n.d.
Benzo(b)fluoranthene <0.07 0.20 <0.07 0.16 0.08 0.14
Benzo(k)fluoranthene <0.08 0.08 n.d. n.d. <0.08 0.10
Benzo(a)pyrene <0.07 0.14 <0.07 0.14 n.d. n.d.
Dibenzo(ah)anthracene n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Benzo(ghi)perylene 1.10 3.10 1.07 3.56 0.97 1.93
T PAHSs (ug/kg) 4.05 8.13 3.77 7.80 3.87 6.99

n.d.= not detected, see Table 3 for detection limit
‘Determination in triplicate
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Resumo

A ingestdo diaria de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) em 11
regibes metropolitanas do Brasil foi estimada com base em valores médios de
consumo per capita de alimentos, inferidos de uma pesquisa nacional de
orcamentos familiares fornecidos pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), e em dados analiticos dos niveis de HPAs totais e
carcinogénicos em alimentos representativos da dieta destas regides. Os niveis
mais elevados de hidrocarbonetos foram encontrados no grupo dos oleos e
gorduras (32,9 pg/kg), seguidos pelos agucares (15,4 pglkg) e vegetais (11,9
ug/kg). A ingestéo diaria de HPAs totais foi maior em Brasilia (7,7 ug/pessoa) e
relativamente menor na regido Nordeste: Fortaleza (4,7 pg/pessoa) e Salvador
(5,0 ng/pessoa). Uma maior participagdo da fragdo carcinogénica na ingestao
diaria de HPAs foi observada em Curitiba, com média de 2,2 pg/dia/pessoa. O
grupo dos 6leos e gorduras se destacou como fonte de HPAs em 10 metropoles
estudadas. Apenas em Belém o grupo das carnes contribuiu de forma mais

significativa para a ingest&o diaria desses contaminantes.

Palavras chaves: Hidrocarbonetos policiclicos arométicos, poluentes, dieta total
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Abstract

Dietary polycyclic aromatic hydrocarbon intakes in the Brazilian metropolitan

areas

The daily intake of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in eleven
Brazilian metropolitan areas was estimated based on the average per capita food
consumption data, inferred from a household economic survey as published by the
Brazilian Institute of Geography and Statistics (IBGE), and on the content of total
and carcinogenic PAHs in selected food products. The highest levels of PAHs
were found in oils and fat (32.9 ug/kg), followed by sugar (15.4 pg/kg) and
vegetables (11.9 ng/kg). The highest daily intake of total PAHs was observed in
Brasilia (7.7 ug/person/day) while relatively lower intakes were shown by the
Northeast region: Fortaleza (4.7 ug/person/day) and Salvador (5.0 ng/person/day).
A greater contribution of the carcinogenic fraction to the total dietary intake of
PAHs was observed in Curitiba, with an average of 2.2 pg/person/day. Oil and fat
products were the main dietary source of PAHs in ten of the eleven Brazilian
metropolitan areas studied. In Belém the meat group was the most important
source of PAH in the diet.

Keywords: Polycyclic aromatic hydrocarbon, pollutants, total diet
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Introdugao

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo um grupo de
compostos carcinogénicos presentes no dia a dia do homem em funcédo da
poluicdo ambiental, exposigdo ocupacional e da alimentagao (Lo & Sandi, 1978;
Howard & Fazio, 1980; Bartle, 1991; ASTDR, 1996).

A cadeia alimentar, segundo alguns autores, & a maior responsavel pela
exposicdo humana aos HPAs (Hattermer-Frey & Travis, 1991). Esses
contaminantes ocorrem em diferentes alimentos e bebidas devido, principalmente,
a certos tipos de processamentos como defumagdo, secagem e torrefagcdo
(Gomaa et al., 1993; Greenberg ef al., 1993; Yabiku ef al., 1993; Pupin & Toledo,
1996; Husain et al., 1997; Noll & Toledo, 1997; Machado ef al,, 1997; Toledo &
Camargo, 1998; Falcon ef al., 1999; Camargo & Toledo, 2000).

As principais fontes de HPAs na dieta variam de pais para pais, de acordo
com os respectivos habitos alimentares, existindo uma preocupacado constante,
por parte da comunidade cientifica, em determinar a presenca de HPAs nos mais
variados géneros alimenticios, assim como avaliar o0 risco para 0 homem
decorrente da exposicdo continua a esses compostos. Nesse sentido, pesquisas
tém sido realizadas com o objetivo de estimar a ingestao diaria de HPAs por
diferentes populagées (Dennis ef al., 1983, Vaessen et al.,, 1988; De Vos et al.,
1990; Lodovici et al., 1995).

A variedade de hébitos alimentares regionais existentes no Brasil, aliada a
ndo disponibilidade de dados sobre a ingestdo de HPAs na dieta total do
brasileiro, estimularam a realizagdo do presente estudo cujos objetivos foram
identificar o alimento ou grupo de alimentos que mais contribuem como fonte de
exposicdo a esses compostos e estimar a ingestéo diaria de HPAs através de

dietas caracteristicas de diferentes regiées do Brasil.
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Material e métodos

Avaliacdo da ingestao de HPAs

O método adotado para a avaliagdo da ingestdo diaria de HPAs foi o da
“Dieta Total (Market Basket)” (OMS, 1985). Com base nessa abordagem e
utilizando-se dados de consumo médio nacional de alimentos, foram elaboradas
dietas tipicas regionais.

Os hidrocarbonetos de interesse foram analisados em alimentos
representativos de cada grupo (Tabela 1) e os resultados analiticos obtidos foram
considerados como representativos da quantidade de cada contaminante em todo
o grupo (WHO, 1999).

Dessa forma, com base no consumo de alimentos (g/pessoa/dia) e nas
quantidades de HPAs (ug/kg) determinadas nesses alimentos estimou-se a

ingestdo diaria média de HPAs (ug/pessoa/dia) nas diferentes regides brasileiras.

Dados de consumo

Os dados de consumo de alimentos usados na avaliagéo da ingestao de
HPAs foram aqueles gerados pela Pesquisa de Orgamentos Familiares (POF) de
1995-1996. A POF, realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) ao longo de 12 meses investigou, entre outros, os habitos de consumo da
populacio brasileira (IBGE, 1998).

A pesquisa abrangeu as regides metropolitanas de Belém, Fortaleza,
Recife, Salvador, Belo Horizonte, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Curitiba, Porto
Alegre, além de Brasilia (DF) e o municipio de Goiania. O periodo compreendido
pela pesquisa (1 de outubro de 1995 a 30 de setembro de 1996) contemplou
todas as épocas do ano, permitindo que os resultados reflitam um padréo medio
anual de consumo (IBGE, 1998).

O procedimento utilizado pelo IBGE, para obter informagdes sobre o

consumo de alimentos e bebidas foi o Didrio de Alimentos, onde foram registrados
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por 16.014 participantes (880 — 1982 por regi@o metropolitana), diariamente e
durante 7 dias consecutivos, a descricdo detalhada de cada produto adquirido, o
valor pago, a unidade de medida, o local da compra e a quantidade consumida
em gramas ou mililitros (IBGE, 1998).

Em comparacdo com pesquisas anteriores, a POF 1995/1996 mostrou que
o Brasil passou por vérias transformagdes que mudaram consideravelmente o
perfil de consumo no pais. Atualmente, a maioria das refeicoes (almogo, jantar e
lanche) ocorrem fora do domicilio. Em casa, os pratos tradicionais estao sendo
substituidos por refeigdes rapidas e tém aumentado a preferéncia por alimentos
preparados, paes, biscoitos e outros tipos de panificados (IBGE, 1998).

No presente estudo, os grupos, subgrupos e produtos fornecidos pela POF
foram reagrupados de forma a melhor representar a composi¢ao das dietas das
regides estudadas. Para compor cada grupo de alimentos foram selecionados o0s
produtos mais consumidos em todas as regides metropolitanas e aqueles cujo
consumo se destacava em alguma delas (Tabela 1).

As Tabelas 2 e 3 mostram, respectivamente, a quantidade total consumida
(g/pessoaldia) e a contribuico relativa (%) dos vérios grupos de alimentos que

compdem a dieta das diferentes regiées metropolitanas brasileiras (IBGE, 1998).
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Tabela 1. Grupos, subgrupos e produtos usados para compor a dieta das

diferentes regides metropolitanas brasileiras®.

Grupo Subgrupo Produtos
Vegetais Folhosas e florais - alface

Frutosas - tomate e repolho
Frutas Frutas frescas: - maca, péra e uva

Produtos lacteos

Leite
Produtos de leite

- leite pasteurizado
- queijo minas e iogurte de morango

Oleos e gorduras Oleos - Oleo de soja
Gorduras - margarina
Cereais, farinhas e massas Aoz - arroz polido
Massas - macarréo
Farinhas - farinha de mandioca
Féculas - fuba
Panificados Pées - pao francés e de forma integral
Biscoitos - bolacha agua e sal
Leguminosas Leguminosas - feijao, ervilha e amendoim
Tubérculos Tubérculos - batata, cenoura
Bebidas Alcodlicas - cerveja
Nao Alcodlicas - refrigerantes de cola
Infusdes - cha e café
Acucares e doces Aclcar - agucar refinado
Carnes Produtos defumados - bacon, frango, lingiiica, salsicha e
mortadela
Outros produtos Qutros produtos - pizza

Fonte IBGE (1998).
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Amostras
Os alimentos analisados (Tabela 1) foram adquiridos no comércio de
Campinas, SP, sendo que a amostragem (numero de marcas, lotes, origem)

variou de acordo com o tipo do produto.

Alimentos industrializados

Para produtos industrializados foram selecionados trés lotes (cada lote foi
representado por uma embalagem inteira do produto) de trés marcas mais
consumidas pela populagdo brasileira, totalizando nove amostras (Datamark,
1999). Amostras foram obtidas misturando-se os trés diferentes lotes das trés
marcas escolhidas. Produtos como arroz, macarrdo e feijdo foram cozidos, de
acordo com a maneira usual de consumo. Nao foram adicionados oleo, sal e
temperos para evitar possiveis contaminacdées. Em seguida, a mistura (crua ou

cozida) foi homogeneizada para posterior analise.

Alimentos “in natura”

Os alimentos “in natura” foram obtidos de seis locais e/ou fornecedores
diferentes. Em cada local de coleta selecionado foram adquiridas, aleatoriamente,
2 kg de alface, 7,5 kg de repolho e 5 kg de tomate. Quanto as frutas, 5 kg de
maca e péra, e 2 kg de uva, compuseram as amostras. Para representar os
tubérculos, foram comprados 5 kg de batata e cenoura.

Os produtos foram individualmente misturados e uma parte de cada
amostra foi retirada para a homogeneizagao e posterior analise. A batata foi

cozida (com casca) em agua antes de ser homogeneizada.

Pé&o francés

Duas fornadas de paes, com seis paezinhos cada, foram adquiridas em
trés diferentes padarias para compor as amostras. Estes foram misturados e em
seguida torrados em forno elétrico convencional, a fim de facilitar o processo de

homogeneizacao.
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Pizza
Duas amostras de pizza de muzzarela de trés locais diferentes (n=6) foram

obtidas para compor o grupo “outros produtos”. As pizzas foram trituradas

individualmente, misturadas e homogeneizadas para posterior analise.

Determinagao de HPAs

O método utilizado para a extracdo de HPAs nas amostras de alimentos
envolveu as etapas de saponificagdo com hidréxido de sodio metandlico, particéo
liquido-liquido com cicloexano e dimetilformamida-agua (9:1,v/v), seguida de
purificacdo em coluna cromatografica de silica gel (Speer et al., 1990). Todas as
amostras foram analisadas em duplicata.

Para o grupo das bebidas, a saponificagao foi realizada de acordo com o
procedimento desenvolvido por Hischenhuber & Stijve (1987). O material
saponificado foi entdo submetido a limpeza e purificagdo, como descrito para os
demais produtos, segundo Speer et al. (1990).

Os HPAs listados na Tabela 4 foram determinados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, com um sistema Waters formado por bomba quaternaria
modelo 600, injetor automatico modelo 717 e detector de fluorescéncia modelo

474. As condigdes utilizadas estao resumidas na Tabela 5.
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Tabela 4. Abreviagdo, Ilimite de detecgdo e carcinogenicidade dos

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos analisados.

Composto Abreviacao Limite de deteccao  Carcinogenicidade?
(ng/kg)’

Fluoranteno Flu 0.23 -
Pireno Py 1,03 -
Benzo(a)antraceno B(a)A 0,12 +
Criseno Cri 0,37 -
Benzo(e)pireno B(e)P 1,29 -
Benzo(b)fluoranteno B(b)F 0,07 +
Benzo(k)fluoranteno B(k)F 0,08 +
Benzo(a)pireno B(a)P 0,07 +
Dibenzo(ah)antraceno D(ah)A 0,17 +
Benzo(ghi)perileno B(ghi)P 0,15 -

* Suficiente evidéncia (+);evidéncia limitada (t); insuficiente or nenhuma evidéncia (-) para carcinogenicidade em animais de
laboratério (IARC, 1983).
# Limite de detecgao determinado segundo Miller & Miller (1993).

Tabela 5. Condi¢des usadas na determinagdo de HPAs por CLAE nos diferentes

produtos que compoem a dieta da populagao brasileira.

Deteccao por fluorescéncia comprimentos de onda: 280 nm (emissao) e
430 nm (excitacdo)
Coluna C18 - Vydac 201 TP (5 um, 25cm x 4,6mm

d.i.), termestavel a 30° C

Fase movel acetonitrila-agua (75:25, v/v)
Volume de injeg¢ao 30 pul

Vazéo 1,0 ml/min

Tempo de corrida 45 minutos

Quantificagao Padrao externo
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Resultados e discussdo

Entre os diferentes grupos de alimentos, os Oleos e gorduras se
destacaram pelo mais elevado teor de HPAs totais (32,90 ug/kg), seguidos pelos
acucares (15,44 ng/kg) e vegetais (11,93 pg/kg). Apenas dois HPAs (fluoranteno
e benzo(k)fluoranteno) foram detectados em todos os grupos de alimentos

analisados (Tabela 6).

Tabela 6. Teores médios de HPAs (ug/kg) por grupos de alimentos analisados.

Teores médios de HPAs (pg/kg)

Grupo Flu Py B@A Cri B(eP B(MF BKF B@P D@hA B{ghi)P EIHPAs EIHPAs
carcg.
Vegetais 500 220 041 nd. 219 024 018 008 017 146 1193 1,08
Frutas 2,60 nd. 0,12 nd. nd. nd. 0,08 n.d. nd. 1,04 3,84 0,20
Produtos lacteos 350 nd. nd nd nd nd. 008 nd n.d. 0,97 455 0,08
Oleos/gorduras 730 nd. 3,11 nd. 10,17 3,90 1,39 403 2,80 020 329 1523
Cereais 167 nd 040 nd. 048 026 011 022 0,17 015 346 1,16
"
Leguminosas 0,23 nd. 012 nd. nd. 0,16 0,08 0,07 017 nd. 0,83 0,60
Tubérculos 228 nd 028 nd nd 033 018 020 0,17 172 516 088
Bebidas 145 117 015 nd. nd 008 010 022 017 0,15 343 072
Aglcares 829 nd nd nd nd 070 009 019 517 nd. 1544 6,15
Cames 252 nd. 023 nd 09 032 008 027 017 1,24 573 1,07
Outros 220 nd. 012 nd nd 019 012 023 nd. 1,11 397 054

n.d. = ndo detectado, Limite de detecgdo: Tabela 4.
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A Figura 1 mostra a ingestdo de HPAs totais e carcinogénicos, em cada
uma das regiées metropolitanas brasileiras, considerando-se todos os grupos de
alimentos que fazem parte da dieta. Brasilia (7,7 ug/pessoa/dia) e Curitiba (7,4
ug/pessoal/dia) apresentaram as maiores ingestdes de HPAs totais, sendo que
nesta Ultima houve uma maior contribuicdo da fragdo carcinogénica (2,2
ug/pessoa/dia). A menor ingestdo de HPAs totais foi registrada na regiao
Nordeste: Fortaleza (4,7 ug/pessoa/dia), Salvador (5,0 ug/pessoa/dia) e Recife
(5,2 ug/pessoal/dia).

v
i

MR AR M AR AN AR

Ingestéo (ug/kg)
B
(=}
A

AR A RS

|BHPAS carcinogénicos |

Figura 1. Ingestao diaria de HPAs totais e carcinogénicos nas diferentes regides

metropolitanas brasileiras.

As Figuras 2 a 5 mostram, respectivamente, a contribuicdo dos diferentes
grupos de alimentos na ingestdo didria de HPAs totais nas regides Sul, Sudeste,
Nordeste e Norte e Centro-Oeste.

Como pode ser observado, o grupo dos 6leos e gorduras se destacou
como fonte de HPAs em 10 das 11 metropoles estudadas. Apenas em Belém as

carmes foram mais representativas que os Oleos para a ingestdo de HPAs. O
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grupo dos agucares figurou como a segunda principal fonte de ingestdo de HPAs
em 6 regides abordadas (Curitiba, Rio de Janeiro, Salvador, Recife, Brasilia e
Goiania). Outros grupos que contribuiram significativamente para a ingestao de
HPAs nas diferentes regides brasileiras foram |lacteos e carnes.

O grupo dos vegetais, embora tenha sido um dos mais contaminados, néo
foi importante para a ingestdo de HPAs em nenhuma das regides estudadas,

provavelmente pelo fato desse grupo de alimentos nao ter grande contribuigcdo na

dieta.
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Comparando-se os resultados obtidos com outros estudos de dieta total,
observa-se que o grupo dos 6leos e gorduras também foi aquele que mais
contribuiu para a ingestdo desses contaminantes (Dennis et al., 1983; De Vos et
al., 1990; Lodovici ef al., 1995). A ingestéo diaria de HPAs nas capitais brasileiras
(4,7 a 7,7 ug/kg) foi superior aos valores reportados por Dennis (3,7 pg/kg) na
Inglaterra e Lodovici ef al. (3,0 ug/kg) na Itélia, e praticamente dentro do limiar da
faixa estimada por De Vos et al. (5 a 17 ug/kg) na Holanda .

Os dados do presente estudo confirmam a necessidade de se monitorar a
presenca de HPAs em oleos e gorduras comercializados no Brasil. Dados
adicionais sobre a contaminacao do agucar refinado também sdo desejaveis, de
forma a melhor caracterizar sua importancia como fonte potencial de
hidrocarbonetos. Embora os niveis de contaminagdo por HPAs nos cereais
tenham sido relativamente baixos, recomenda-se um controle da matéria-prima
por parte das industrias e também seu monitoramento pelas autoridades publicas,

devido ao consumo relativamente maior desse grupo de alimentos na dieta total.
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CAPITULO 5

AVALIAGCAO DA CONTAMINAGAO DE DIFERENTES GRUPOS DE
ALIMENTOS POR HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS

TRABALHO A SER SUBMETIDO PARA PUBLICACAO NA REVISTA:
“ REVISTA BRASILEIRA DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS ”
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RESUMO

Diferentes alimentos incluindo produtos lacteos, cereais, farinhas e
massas, panificados, produtos carneos defumados e agucares foram analisados
quanto a presenca de dez hidrocarbonetos policiclicos aromaticos: fluoranteno,
pireno, benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,
benzo(a)pireno, dibenzo(a,h)antraceno e benzo(g,h,i)perileno. A metodologia
analitica envolveu as etapas de saponificagdo com KOH metandlico, extragdo
com cicloexano e dimetilformamida e limpeza em coluna cromatografica de silica
gel. A determinacéo foi feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detec¢do por fluorescéncia. A confirmagao da identidade dos HPAs foi conduzida
por CG-MS/SIM. Benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno e benzo(b)fluoranteno
foram os compostos que ocorreram mais freqUentemente, tendo sido detectados
em 81,8, 72,7 e 681% das amostras, respectivamente. Os niveis de
contaminacdo nos alimentos analisados variaram na faixa de 0,07 a 9,29 ug/kg.
Acucar foi o alimento que apresentou a maior quantidade média de HPAs totais

(15,44 ng/kg), seguido pelas carnes defumadas (5,68 ug/kg).

Palavras-chave: hidrocarboneto policiclico aromatico; cromatografia liquida de

alta eficiéncia, alimentos.
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ABSTRACT

POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBON CONTAMINATION IN DIFFERENT
COMMODITY GROUPS

Foods representative of various commodity groups including dairy products,
cereals, flours and pasta, bakery products, smoked meat and sugar were analysed
for ten PAHs: fluoranthene, pyrene, benzo(a)anthracene, chrysene,
benzo(e)pyrene, benzo(b)fluoranthene, benzo(k)fluoranthene, benzo(a)pyrene,
benzo(ah)anthracene and benzo(ghi)perylene. The analytical methodology
involved liquid-liquid extraction, clean-up on silica gel column and determination
by high performance liquid chromatography using fluorescence detector. PAHs
peak identity was performed by gas chromatography-mass spectrometry (CG-MS).
The most frequently occurring PAHs were benzo(k)fluoranthene, benzo(a)pyrene
and benzo(b)fluoranthene, which were found in 81.8, 72.7 and 68.1 % of the
samples, respectively. The PAH levels determined in the analysed products
ranged from 0.07 to 9.29 pg/kg. Sugar showed the highest mean total PAH
concentration (15.44 ug/kg), followed by smoked meat (5.68 ug/kg).

Keywords: polycyclic aromatic hydrocarbons, high performance liquid

chromatography, food.
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1. INTRODUGAO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) s&o um grupo de
carginégenos quimicos formados pela fusdo de um ou mais anéis benzénicos
condensados (SWALLOW, 1976).

Desde que o potencial carcinogénico dos HPAs foi comprovado,
principalmente em relagéo ao benzo(a)pireno, pesquisas tém sido desenvolvidas
em diferentes paises no sentido de determinar a presenca desses compostos nos
mais variados géneros alimenticios (SWALLOW, 1976; JOE et al., 1979; DENNIS
et al., 1983; VAESSEN et a/, 1988; DE VOS ef al., 1990; LODOVICI et al., 1995;
HUSAIN et al., 1997; FALCON et al., 1999).

A contaminacdo de alimentos por HPAs se deve a poluigdo do ar e da
agua, a sua presenga em solos terrestres e marinhos, material de embalagem e a
certos tipos de processamento, (LO & SANDI, 1978; HOWARD & FAZIO, 1980;
GOMAA et al, 1993). A defumacdo, a secagem de graos e a torrefacdo s&o
exemplos de processamentos que contribuem para o aporte de HPAs em carnes,
queijos, graos, café, oleos vegetais, entre outros (HOWARD & FAZIO, 1980;
DENNIS et al., 1983; LAWRENCE & WEBER, 1984; LARSSON, 1986; DE VOS et
al., 1990; SPEER et al., 1990; LODOVICI ef al., 1995).

Pesquisas ja realizadas no Brasil foram direcionadas para a determinagao
de benzo(a)pireno em algumas categorias de alimentos, como produtos carneos,
6leos, gorduras e derivados (YABIKU et al., 1993; PUPIN & TOLEDO, 1996 a e b;
NOLL & TOLEDO, 1997 a e b; CAMARGO & TOLEDO, 1998, CAMARGO &
TOLEDO, 2000).

Considerando-se que ndo existem dados nacionais quanto a presenca de
HPAs em outros alimentos que compdem a dieta, o presente estudo teve por
objetivo detectar e quantificar esses compostos em produtos lacteos, cereais,
panificados, leguminosas, tubérculos, acgucares, produtos carneos defumados e

pizza.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras
Os produtos analisados estdo listados na Tabela 1. Para compor cada

grupo foram selecionados os alimentos mais consumidos em todas as regides

metropolitanas e aqueles cujo consumo se destacava em alguma delas. Esses

alimentos, obtidos no comércio da cidade de Campinas, SP, entre 1997 e 1999,

foram amostrados como descrito a seguir:

e Alimentos industrializados em geral: trés lotes (uma embalagem de cada) de
trés marcas diferentes, totalizando nove amostras de cada produto;

e Acucar: trés pacotes, de trés marcas, representando trés épocas distintas da
colheita da cana-de-agulcar, num total de nove amostras;

e P3ao francés: duas fornadas de trés padarias, cada fornada composta de seis
paezinhos

e Pizza: duas pizzas de muzzarela de trés pizzarias com forno a lenha, num total
de seis amostras

e Cenoura e batata: adquiridas de trés frutarias, totalizando aproximadamente 5

kg de cada tubérculo

2.2. Preparagao das amostras

Todos os alimentos listados na Tabela 1 foram preparados e analisados
individualmente. As mesmas quantidades das diferentes marcas, lotes ou origem
de cada produto foram pesadas e combinadas. Em seguida, a mistura foi
homogeneizada para posterior analise.

Produtos como arroz, macarréo e feijao foram cozidos de acordo com a
maneira usual de consumo, sem adicdo de oleo, sal e temperos. As amostras de
paes foram cortadas em pedagos pequenos, misturadas, e entdo torradas em

forno elétrico convencional a fim de facilitar o processo de homogeneizacéo.
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Tabela 1. Alimentos selecionados para analise nos diferentes grupos alimenticios.

Grupos Subgrupos

Produtos lacteos Leite
Queijo
logurte

e Cereaisf/farinhas/massas Farinha de mandioca
Macarrao
Arroz
Fuba

e Panificados Pao francés
Pao de forma integral
Bolacha agua/sal

e Leguminosas Feijao
Ervilha
Amendoim

e Tubérculos Batata
Cenoura

e Produtos carneos defumados Bacon
Frango
Lingtica
Salsicha
Mortadela

Aclicares Acucar refinado

s Outros Pizza

2.3. Padroes e Reagentes

Os HPAs selecionados para a analise, assim como seus respectivos
potenciais carcinogénicos e limites de detecgdo, estao listados na Tabela 2.

Os padroes foram obtidos da Supelco, Inc., com excegdo do
benzo(a)pireno e benzo(e)pireno, que foram adquiridos, respectivamente, da
Sigma e da Aldrich Chemical Co. Todos os solventes utilizados na extracao foram

da marca Mallinckrodt, grau HPLC.
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Tabela 2. HPAs, abreviagéo, carcinogenicidade e limite de detecgao.

Composto Abreviagao Carcinogenicidade® Limite de detecgao
(LD) (ng/kg)?

Fluoranteno Flu - 0,23
Pireno Py - 1,03
Benzo(a)antraceno B(a)A + 0,12
Criseno Chy t 0,37
Benzo(e)pireno B(e)P - 1,29
Benzo(b)fluoranteno B(b)F + 0,07
Benzo(k)fluoranteno B(k)F + 0,08
Benzo(a)pireno B(a)P + 0,07
Dibenzo(ah)antraceno D(ah)A + 0,17
Benzo(ghi)perileno B(ghi)P - 0,15

1 Suficiente evidéncia (+);evidéncia limitada (%); insuficiente or nenhuma evidéncia (-) para carcinogenicidade em
animais de laboratdrio (IARC, 1983).
2 Limite de detecgdo calculado segundo Miller & Miller (1993).

2.4, Metodologia

2.4.1. Extragao

O método de extracdo e purificacdo utilizado foi aquele proposto por
SPEER et al. (1990). Vinte e cinco gramas de amostra completamente
homogeneizada foram pesadas (sem adigéo de agua) em bal&o de fundo redondo
de 500 ml, adicionando-se em seguida 100 ml de KOH metandlico 2 mol/L e
pedras de ebulicdo. Apds refluxo de 5 horas, o material saponificado foi
transferido para um funil de separacao de 500 ml e o frasco lavado com 100 mi de
metanol-agua (9:1, v/v). O filtrado foi extraido com 2 porgdes de 150 ml de
cicloexano e a fase orgéanica lavada primeiramente com 100 ml de metanol-agua
(1:1, v/v) e em seguida com 100 ml de agua bidestilada. A fase organica foi
transferida para um balédo de fundo redondo e o volume reduzido a cerca de 50 ml
em um rota evaporador a 40 °C. Em seguida, os HPAs foram sucessivamente

extraidos do cicloexano com 3 porgdes de 50, 25 e 25 ml de dimetilformamida-
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agua (9:1, viv). O extrato combinado foi diluido com 100 m| de sulfato de sodio a
1% em &agua e re-extraido com porgdes de 50, 35 e 35 ml de cicloexano.
Procedeu-se entao a lavagem com 40 ml de agua bidestilada (2 vezes) e retirada
da agua residual com 2,5 g de sulfato de sodio anidro. Depois disso, o extrato foi
concentrado até um volume de 5 ml em um rota evaporador a 40 °C. Todas as
amostras foram analisadas em duplicata.

Andlises de controle sobre os reagentes (analise do branco) foram

simultaneamente realizadas com cada série de amostras.

2.4.2. Limpeza em coluna de silica-gel

Para a limpeza do extrato, utilizou-se uma coluna de vidro (21 x 1,icm d.i. e
reservatério de 8 x 3,1cm d.i.) empacotada com 5g de silica gel 60 (70-230 mesh,
ASTM, Merck SA Industrias Quimicas) e 40 ml de cicloexano, adicionando-se
sulfato de sddio anidro no topo da mesma. A silica gel utilizada foi desativada
com 15% agua para evitar a degradagdo dos HPAs. O extrato foi aplicado a
coluna e a fragdo, apds ser eluida por gravidade com 85 ml de cicloexano, foi
recolhida em um baldo de fundo redondo de 250 ml. O volume foi concentrado em
um rota evaporador, @ 40 °C, até aproximadamente 2 ml, que foi seco sob
corrente de nitrogénio. Adicionaram-se ao residuo 2 ml de acetonitrila, os quais

foram transferidos para o frasco de amostras do cromatografo.

2.4.3. Analise cromatografica

Utilizou-se um cromatografo com bomba quaternaria Waters modelo 600 e
injetor automatico Waters modelo 717, com alga de amostra de 30 ul. O sistema
também estava equipado com detector de fluorescéncia Waters 474, com
comprimentos de onda de 290 nm (emissao) e 430 nm (excitacdo). Para a

separagao dos HPAs foi usada uma coluna cromatografica C18 (Vydac 201 TP),
25 cm x 4, 6 mm d.i., particulas de S5um, termestavel a 30 °C, e fase movel

isocratica composta de acetonitrila-agua (75:25, v/v), a uma vazao de 1,0

mi/minuto. O integrador utilizado foi um Spectraphisics, modelo SP4400.
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Uma identificacdo preliminar dos HPAs nas amostras analisadas foi feita
pela comparacdo dos tempos de retengdo dos picos obtidos com os dos

respectivos padroes e também por co-cromatografia.

2.4.4. Confirmacao da identidade dos HPAs

A confirmagcdo da identidade dos HPAs nas amostras foi efetuada por
cromatografia gasosa acoplada a espectometro de massas (CG-MS), através do
monitoramento de ions selecionados (SIM). As andlises foram conduzidas em um
sistema CG-MS QP5000 da Shimadzu, equipado com injetor automatico
split/splitless (AOC-17, Shimadzu Co.) e coluna capilar de silica fundida SPB-5
(Supelco) de 30m x 0,25mm d.i., recoberta por um filme de 0,25 um com 95%
dimetil 5% difenil polissiloxano.

As seguintes condigdes cromatograficas foram utilizadas na identificagao
dos HPAs: detector e injetor com temperatura inicial de 280 °C; forno com
programacao de temperatura, iniciando-se com 120 °C, aumentando-se 5 °C/min.
até 280 °C e permanecendo nesse valor por 26 minutos, com tempo total de
corrida de 60 minutos; injecdes de 3ul de amostra feitas no modo splitiess e
abertura da valvula da purga apds 3 minutos. Hélio foi utilizado como gas de

arraste a uma vazao de 0,7 ml/min.

2.4.5. Quantificagao

Para a determinagcdo dos niveis dos HPAs nas amostras utilizou-se o
método da padronizagdo externa. A partir de uma solugdo estoque dos padroes
de Flu, Py, B(a)A, Cri, B(e)P, B(b)F, B(k)F, B(a)P, D(ah)A e B(ghi)P obteve-se por
diluicdo com acetonitrila a faixa de concentragbes desejadas para cada um deles.
As curvas de calibragdo tragadas mostraram-se lineares dentro das

concentragdes de trabalho.
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2.5. Validagdo da Metodologia

2.5.1. Recuperag¢do

Os testes de recuperagdo foram feitos adicionando-se quantidades
conhecidas de cada HPA, em diferentes concentragdes (2,0, 4,0 e 8,0 pg/kg), em
amostras selecionadas de cada um dos grupos de alimentos (leite, farinha de
mandioca, pao de forma integral, feijdo, cenoura, bacon, agucar e pizza). As
andlises das amostras fortificadas, assim como dos controles, foram feitas em
duplicata. As recuperagdes foram calculadas pela diferenga entre os valores totais
obtidos para os HPAs nas amostras fortificadas e n&o fortificadas. Os resultados
analiticos reportados ndo foram corrigidos em fungdo da porcentagem de
recuperagao.

2.5.2. Limite de detecg¢ao

O limite de detecgdo dos HPAs foi estimado a partir de trés vezes o desvio
do sinal da linha de base, calculado a partir das respectivas curvas de calibragao
dos padrées, conforme proposto por MILLER & MILLER (1993). Os valores

encontrados no presente estudo estéo apresentados na Tabela 2.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O procedimento de extragdo desenvolvido por SPEER et al (1990)
mostrou-se satisfatéorio para a analise dos HPAs nas diferentes matrizes
selecionadas, ndo sendo necessario modificar qualquer etapa do procedimento
original. Os valores médios de recuperagdo obtidos (Tabela 3) se situaram na
faixa de 74 a 97%, com um coeficiente de variagdo maximo de 11,7%, dentro dos
limites aceitos para andlise de contaminantes em niveis de pg/kg (HORWITZ et

al., 1980). Para algumas matrizes a estimativa de desvio padrdo em torno da
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média foi grande, o que representa uma maior variabilidade nos valores de

recuperacao obtidos em fungdo dos niveis de fortificag@o utilizados.

As Figuras 1 e 2 ilustram os cromatogramas obtidos para amostras dos

grupos de cereais e panificados, que foram as matrizes que apresentaram maior

numero de HPAs.

Tabela 3. Recuperacéo dos padrées de HPAs em diferentes grupos de alimentos.

Recuperacao média (%) em diferentes grupos de alimentos *

HPA I Il mn v Vv Vi Vil Vil
Fluoranteno 846+103 B841+66 B863+25 855+43 896+23 836+83 943x47 857+65
Pireno 873+102 823+35 84765 858+25 810+46 862+13 89113 747+29
Benzo(a)antraceno 90,3+70 910:+10 962+28 887+35 91,1+26 820+44 93010 863 25
Criseno 847+117 820+66 864+101 785+39 873+29 843+38 80759 757+59
Benzo(e)pireno 657+72 839+47 837:38 847:37 884+38 80616 77110 87017
Benzo(b)fluoranteno 823+51 910+35 879+18 88612 930:20 960+27 824+£23 91325
Benzo(k)fluoranteno 750+14 977+14 97111 928234 912+33 913+31 852%£14 932x37
Benzo(a)pireno 823+64 893+10 899+70 900+37 921+10 883+21 933x25 929+39
Dibenzo(ah)antraceno 883+47 899+22 794+18 90510 B868+46 880+66 921+45 0918+94
Benzo(ghi)perieno 900+44 896+36 86720 937x33 902+30 905+57 860+52 914+12

1 Os valores sdo média de 3 niveis de fortificagdo *+ coeficiente de variagao(%). As determinagdes foram feitas em duplicata. I=

lacteos; ll=cereais; |lll=panificados; |V=leguminosas; V=tubérculos; Vi=cames; Vll=aglcares; Vlil=pizza.
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Figura 1. Cromatogramas por CLAE referentes a amostras de (a) farinha de
mandioca: (b) arroz. Coluna C18 (Vydac 201 TP), fase movel acetonitrila-agua
(75:25, viv); vazao:1,0 mi/min; volume injetado:30ul, detecgao por fluorescéncia.
HPAs: 1. fluoranteno: 2. benzo(a)antraceno; 3. benzo(b)fluoranteno; 4.

benzo(k)fluoranteno; 5. benzo(a)pireno.
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Figura 2. Cromatogramas por CLAE referentes a amostras de (a) p&o francés; (b)
bolacha agua e sal. Coluna C18 (Vydac 201 TP), fase movel acetonitrila-agua
(75:25, viv); vazao:1,0 ml/min; volume injetado:30ul; detecgdo por fluorescéncia.
HPAs: 1. fluoranteno, 2. benzo(a)antraceno; 3. benzo(e)pireno; 4.
benzo(b)fluoranteno; 5. benzo(k)fluoranteno; 6. benzo(a)pireno; 7.

dibenzo(ah)antraceno; 8. benzo(g,h,i)perileno.
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A Tabela 4 mostra os niveis médios dos HPAs encontrados nos alimentos
estudados. Benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno e benzo(b)fluoranteno foram os
HPAs que ocorreram mais frequentemente, em 81,8, 72,7 e 68,1% das amostras,
respectivamente. Os niveis determinados para esses compostos se situaram na
faixa de ndo detectado a 0,70 pg/kg. Criseno nao foi detectado nas amostras
analisadas.

Considerando-se separadamente cada grupo de alimentos, observa-se que
nas amostras de produtos lacteos foram identificados trés HPAs: fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno e benzo(ghi)perileno, sendo que desses, o fluoranteno foi o
unico que apresentou niveis elevados (4,42 ug/kg) relativamente a sua presenca
na maioria dos demais grupos de alimentos. Também Dennis et al. (1983)
encontraram fluoranteno em maior quantidade (0,15 pg/kg) em amostras de leite
comercializadas na Inglaterra, embora um maior nimero de HPAs tenha sido
identificado. LODOVICI et al. (1995) relataram que, de 13 HPAs analisados em
leite, apenas pireno, criseno e benzo(ghi)perileno n&o foram detectados.

Na farinha de mandioca, fubd, arroz e macarrao, benzo(a)pireno e
benzo(k)fluoranteno, ambos carcinogénicos, estavam presentes em todas as
amostras analisadas, com teores variando entre 0,08 e 0,15 ng/kg. Desses
produtos, LODOVICI et al. (1995) analisaram apenas o arroz € O macarrao.
Comparativamente, os niveis de benzo(a)pireno determinados pelos autores
foram de 5 a 10 vezes menores em relagdo aos valores apresentados na Tabela
4.
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Tabela 4. Teores de HPAs (ug/kg) em diferentes produtos.

Teores de HPAs (ng/kg) nos diferentes alimentos dentro de cada grupo

Grupo de alimentos Flu Py B@A Crn B(eP B(b)F B(kF B(a)P D(ah)A B(ghi)P IHPAs IHPAs
carcng.
Produtos lacteos
Leite 442 nd nd. nd nd. nd. 0,08 n.d. nd. 0,76 526 0,08
Queijo 276 nd nd. nd. nd nd. 0,08 nd. nd. 0,51 3,35 0,08
logurte 332 nd nd. nd. nd. nd. 0,08 n.d. nd. 1,64 5,04 0,08
Cereais/farinhas/massas
Farinha mandioca 134 n.d. 013 nd. nd. 0,16 0,08 0,08 nd. nd. 1,79 0,45
Macarrao n.d. nd. 0,13 n.d. n.d. n.d. 0,11 0,15 nd. n.d. 0,39 0,39
Arroz nd. nd. nd. nd. nd. n.d. 0.08 0,13 nd. nd. 0,21 0,21
Fuba 210 n.d. 0,40 nd n.d. 017 0,09 0,12 n.d. nd. 2,88 0,78
Panificados
Pao francés 238 n.d. 0,58 n.d. nd. 0,32 0,12 0,30 0,21 nd. 3,91 1,53
P&o forma integral 227 nd 067 n.d. 136 038 0,14 0,29 n.d. 021 5,32 1,48
Bolacha agua/sal 278 nd. 0,68 n.d. 1,50 0,62 017 0,35 nd. nd. 6,10 1,82
Leguminosas
Feijao n.d. n.d. nd. n.d. nd. nd. n.d. n.d. nd. nd. - -
Ervilha 0,28 n.d. 0,18 nd. nd. 0,48 0,10 0,10 0,16 nd. 1,31 1,02
Amendoim nd nd. nd. n.d. nd. nd. n.d. nd. nd. nd. - -
Tubérculos
Batata 4,03 nd. 0,28 nd. nd. 0,43 0,08 nd. nd. nd. 482 0,79
Cenoura 0,52 n.d. 0,27 nd. n.d. 0,23 0,27 0,38 0,34 3,44 5,46 1,50
Aglcares
Agucar refinado 9,29 nd. nd. nd. nd. 0,70 0,09 0,19 517 nd. 15,44 6,15
Produtos cameos
defumados
Bacon 547 nd 0,44 nd. 1,30 0,36 0,14 0,44 nd. 214 10,29 1,38
Frango 404 nd 0,61 nd. 1,89 0,41 0,08 0,38 n.d. 1,48 8,89 1,48
Linglica 1,00 nd. 0,12 nd 1,30 041 0,08 0,12 0,69 nd. 3,72 1,42
Salsicha 1,28 nd. n.d. n.d. n.d. 0,26 nd. 0,32 nd. 2,10 3,96 0,58
Mortadela 0,79 nd nd. n.d. nd. 0,14 nd. 0,10 nd. 0,49 1,52 0,24
Outros
Pizza (forno a lenha) 220 nd. 0,12 nd. n.d. 0,19 012 023 n.d. 1.1 3,97 0,66

n.d.: ndo detectado. Limites de detecgdo: Tabela 2.

Entre os panificados, diferentemente dos cereais, os HPAs ocorreram com
mais frequéncia e em maiores concentracdes. Fluoranteno, benzo(a)antraceno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno e benzo(a)pireno foram detectados em
todas as amostras analisadas. Entre eles, apenas o fluoranteno é considerado
nao carcinogénico (IARC, 1983). Conforme os resultados obtidos, o pao de forma

integral apresentou uma maior quantidade de HPAs (¥ = 5,32 ug/kg) em relagcdo
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ao péo francés (T = 3,91 ug/kg). Esta observacéo concorda com a literatura, onde
produtos feitos com farinha de trigo integral também apresentaram maiores
quantidades de HPAs comparativamente aos produzidos com farinha branca
(TUOMINEN et al,, 1988; DENNIS ef al., 1991). LAWRENCE & WEBER (1984),
por exemplo, encontraram maiores niveis de HPAs no farelo de trigo e também no
trigo integral. Tal fato ndo é surpreendente se for considerado que os alimentos
fabricados com a farinha de trigo integral possuem em sua composi¢cao todo o
gréo, incluindo a parte externa da semente, mais exposta a contaminacao
ambiental. O fato de a bolacha ter maior quantidade de HPAs totais em relacéo ao
pao também era esperado, uma vez que em sua composicao entra uma maior
porcentagem de gordura (VAESSEN et al., 1988; DENNIS ef a/., 1991). VAESSEN
et al. (1988), por exemplo, encontraram duas vezes mais HPAs em bolachas do
que em paes.

No grupo das leguminosas, apenas ervilhas mostraram-se contaminadas,
em niveis relativamente baixos quando comparados aos demais alimentos. N&o
foram encontrados na literatura dados de contaminacg&o para a ervilha.

Entre os tubérculos, a cenoura foi o que apresentou a maior concentrac&o
de HPAs totais (5,46 ug/kg). No entanto, os teores determinados em batata (4,82
ug/kg) foram muito mais elevados do que os valores reportados por De VOS ef al.
(1990) (0,80 ng/kg) e LODOVICI et al. (1995) (0,52 ug/kg) para o mesmo produto.

Em pizza, benzo(a)pireno foi o contaminante encontrado em niveis mais
elevados (0,23 pg/kg). Dados publicados por LODOVICI et al. (1995) para esse
alimento evidenciaram uma contaminagao por um numero maior de HPAs, com
concentragdes variando de 0,019 ug/kg (benzo(k)fluoranteno) a 9,11 ug/kg
(benzo(a)antraceno). O nivel encontrado para o benzo(a)pireno foi de 0,025
ng/kg.

As amostras de acucar refinado estavam contaminadas com 5 dos 10 HPAs
analisados, com niveis médios variando na faixa de 0,09 a 9,29 ug/kg. Estudos
preliminares realizados por SERRA et al. (1995), ndo reportaram HPAs em

amostras de agucar refinado o que, segundo os autores, poderia ser atribuido ao

162




processo de refinagdo do produto, que eliminaria os HPAs originarios da queima
da cana-de-aglcar. No entanto, esta eliminagdo parece ndo ser completa, uma
vez que o presente estudo, no qual o limite de detecgdo do benzo(a)pireno (0,07
ug/kg) foi cerca de 7 vezes inferior ao valor estimado anteriormente por SERRA et

al. (1995), evidenciou a presenga deste contaminante.

Cumpre destacar que a literatura internacional nao apresenta dados sobre
a contaminacgdo do agucar refinado de cana por HPAs, parecendo n&o haver um
preocupagao especial com relacédo a este alimento. Tal fato pode ser parcialmente
atribuido a utilizagdo da colheita mecanica, que elimina a necessidade da queima
da cultura, tida como fonte geradora de HPAs (SERRA et al., 1995). Além disso,

muitos paises fazem uso do agucar da beterraba.

Entre os produtos defumados, bacon, frango e linglica apresentaram o
maior nimero de HPAs, com quantidades variando entre 0,08 e 5,47 ug/kg, sendo
que no frango defumado foram encontrados todos os HPAs carcinogénicos
analisados (B(a)A; B(b)F; B(k)F; B(a)P e D(ah)A). Comparando-se com dados da
literatura para o benzo(a)pireno, o nivel de contaminagdo determinado no
presente estudo para o bacon (0,44 ug/kg) foi muito maior do que o valor
encontrado (0,011 pg/kg) por FALCON et al. (1999). Os resultados obtidos para o
frango defumado (0,38 pg/kg) também foram superiores aqueles relatados por
YABIKU et al. (1993) para o mesmo produto (0,20 ug/kg). Por outro lado, o teor de
benzo(a)pireno nas amostras de linglica (0,12 pg/kg) foi inferior aos niveis
reportados por GOMAA et al. (1993) (2,30 pg/kg) e NOLL & TOLEDO (1997)
(0,71 — 1,36 pg/kg).

Em linhas gerais, dos alimentos analisados o agucar refinado foi o que
apresentou a maior quantidade total de HPAs (X = 15,44 pg/kg), seguido do
bacon (X = 10,29 ug/kg) e do frango defumado (X = 8,89 pg/kg). Considerando-se
apenas os HPAs carcinogénicos, dois dos trés produtos analisados no grupo dos
panificados se apresentaram mais contaminados: bolacha agua e sal (Xcare = 1,82

ug/kg) e o pao francés (Zcarc = 1,53 pg/kg)
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Os resultados desta pesquisa revelaram a presenca de HPAs em varios
alimentos que fazem parte da dieta do brasileiro, em niveis dentro da faixa
relatada na literatura para alimentos similares. Estas informagdes, juntamente
com dados nacionais de consumo dos alimentos analisados, serao utilizadas para
estimar a ingestao total de HPAs e avaliar os alimentos que representam maior
fonte de exposicio através da dieta. Dessa forma, caso necessario, sera possivel
recomendar aos 6rgdos responsaveis pela saude publica o monitoramento da
contaminagdo dos alimentos identificados como importantes fontes desses
carcindgenos.

As informacdes obtidas também serdo Uteis para o Mercosul, podendo ser
incorporadas em futuras resolugdes relativas a limites de contaminantes em

alimentos.
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CAPITULO 6

CHA E CAFE COMO FONTES DE HIDROCARBONETOS
POLICICLICOS AROMATICOS (HPAS) NA DIETA DA
POPULAGCAO DE CAMPINAS
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RESUMO

CHA E CAFE COMO FONTES DE HIDROCARBONETOS POLICICLICOS
AROMATICOS (HPAS) NA DIETA DA POPULAGCAO DE CAMPINAS. Com o
objetivo de determinar os niveis de HPAs em cha e café e avaliar a contribuigéo
desses produtos como fonte de HPAs na dieta da populagdo de Campinas, trés
diferentes marcas e lotes de cha mate e café em po, totalizando 18 amostras,
foram analisadas. Os dados de consumo de cha e café foram obtidos de uma
pesquisa de habitos alimentares feita no ano de 1993 junto & populagao local,
através do método de frequéncia de alimentos. A determinagdo de HPAs foi
conduzida por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por
fluorescéncia. A presencga de diferentes hidrocarbonetos foi observada em todas
as amostras de café analisadas, em niveis variando tanto entre as marcas quanto
em fungdo da técnica de preparo da bebida. A quantidade média de HPAs totais
encontrada no café foi de 10,12 ug/kg, enquanto que o cha apresentou um nivel
de contaminantes significativamente menor (£=0,70 pg/kg). Considerando-se a
estimativa de consumo diario médio per capita de 69,79 g de cha e de 86,77 g de
café, pode-se considerar que o cha e o café aportam diariamente cerca de 0,05
Hg e 0,88 ug de HPAs totais, respectivamente, na dieta da populagédo estudada
(n=600 individuos).

Palavras-chave: hidrocarboneto policiclico aromatico, cha, café
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SUMMARY

COFFEE AND TEA AS A DIETARY SOURCE OF POLYCYCLIC AROMATIC
HYDROCARBON (PAHS) IN CAMPINAS. In order to estimate the contribution of
mate tea and regular coffee as a source of PAHs in the diet of the population of
Campinas, SP, Brazil, different batches and brands of these products, totaling 18
samples, were analysed for PAH. The consumption data were obtained from a
dietary survey (frequency recall), which took place in Campinas in 1993. PAH
levels in the products were determined by high performance liquid
chromatography with fluorescence detection. Different PAHs were detected in all
samples of coffee, at levels varying with the brands and the beverage preparation
technique. The mean total PAH content in coffee was 10.12 pg/kg, while mate tea
showed a relatively lower level of contamination (£=0.70 pg/kg). Considering the
per capita average daily consumption estimates of 69.79 g of tea and 86.77 g of
coffee, one can assume that tea and coffee contribute with approximately 0.05 ug
and 0.88 pg of total PHAs, respectively, to the dietary intake of these

contaminants by the studied population (n=600).

Key words : Polycyclic aromatic hydrocarbons, coffee, mate tea



1. INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sao um grupo de
compostos que tém sido continuamente objeto de muito interesse, devido ao seu
potencial mutagénico e carcinogénico [7,8].

Quatro fontes sdo consideradas como as principais responsaveis pela
presenca de HPAs em alimentos e bebidas: fontes naturais (queimadas em
florestas, processos geoquimicos); poluigdo ambiental (trafego, sistemas de
aquecimento, atividades industriais, vazamentos de Oleo); alguns tipos de
processamentos (defumagdo, secagem direta com madeira, torrefagcdo) e
materiais de embalagem [1, 5, 8, 10, 11].

A contaminagado do café por HPAs ocorre durante o processo de torrefagdo
dos graos [9]. LICKINT (1938), citado por KRUIJF et al. (1987) [9] foi o primeiro
pesquisador a sugerir a possivel formacdo de HPAs durante a torrefagdo. Depois
disso, varios pesquisadores estudaram a presenca desses hidrocarbonetos em
café (KURATSUNE & HUEPER, 1960; FRITZ, 1968; LINTAS et al., 1979; BORIES
& GASC, 1980; GUYOT et al., 1982, citados por HISCHENHUBER & STIJVE,
1987 [6]). Inicialmente, acreditava-se que grande parte dos HPAs presentes no pd
passasse para a bebida [6]. No entanto, pesquisas posteriores sugeriram que
apenas 20 a 30% (ou até menos) dos HPAs s&o extraidos do po, resultado este
confirmado por HISCHENHUBER & STIJVE, 1987 [6], KRUIJF et al., 1987 [9] e
Larsson, 1986 [10].

Segundo LARSSON, 1986 [10], o cha, em geral, apresenta niveis
superiores de HPAs em relacdo ao café torrado, sendo a poluigdo ambiental,
aliada & secagem direta das folhas de cha os responsaveis pela contaminacao.
Ainda, segundo o mesmo autor, apenas pequena quantidade desses compostos
passa para a bebida apds o processo de infusdo. Entretanto, estudos com a erva
mate realizados pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em parceria
com o Laboratério de Toxicologia da Faculdade de Engenharia de Alimentos da

Unicamp, evidenciaram niveis bastante elevados de benzo(a)pireno no chimarréo,
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bebida feita com erva mate (/lex paraguarensis), tipica da regido Sul do pais [14].
De acordo com os autores, tal fato pode ser justificado pela presenga do pé da
erva na infusdo, j&4 que a bomba nao dispde de um mecanismo de filtragem
apropriado.

O presente estudo teve por objetivos investigar a presenca de HPAs em
amostras de cha mate e café em pd disponiveis comercialmente, e avaliar sua
importancia como fonte desses contaminantes na dieta da populagée de

Campinas, SP.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao de dados de consumo

A participagé@o do cha e do café na dieta da populagédo de Campinas, SP,
foi obtida a partir de uma pesquisa feita em 1993, onde 600 individuos, com idade
entre 9 e 80 anos, foram questionados sobre seus habitos alimentares em relacao
aos respectivos produtos [4]. A partir de dados obtidos pelo método da frequéncia
de alimentos, foram estimados o consumo médio e maximo de café e cha,

conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Estimativa de consumo didrio de cha e café pela populagéo de

Campinas, SP".
Consumo (g/pessoa /dia)*
Produto Médio Maximo
Cafe 86,77 609,00
Cha 69,79 1325,00

' Fonte: CAMARGO et al. [4].
2 n=600 individuos |
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2.2. Amostras

Amostras de trés marcas de pd de café e de cha mate a granel foram
obtidas no comércio local, em épocas distintas, perfazendo trés lotes diferentes
de cada marca, num total de 18 amostras. As amostras foram preparadas para a

andlise como descrito a seguir:

Ché: pesaram-se 25 g de cha num béquer de 1L, onde foram adicionados 500 mi
de agua destilada fervente, ficando em infus&o por 5 minutos, de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Em seguida, o chéa pronto foi filtrado por gravidade

em papel de filtro e o volume concentrado a 250 ml por fervura.

Café: a extracdo dos HPAs foi feita diretamente do p6 de café e da bebida pronta
para o consumo. Esta por sua vez foi preparada de duas maneiras distintas:
coada e fervida, reproduzindo-se em ambas a propor¢do caseira de café/agua
normalmente utilizada. Apesar da maioria dos consumidores n&o ferver a agua
junto com o pé de café antes da filtragdo, esta técnica ainda é utilizada por muitos

consumidores, o que determinou sua inclusdo no estudo.

Para o preparo do café coado, 25 g de p6 foram transferidos para um funil
de vidro com papel de filtro, através do qual se escoaram 250 ml de agua
destilada fervente. Para o café fervido, as mesmas quantidades de po e agua

foram aquecidas até fervura antes da filtracao.

2.3. Procedimento analitico

Dez HPAs foram selecionados para a determinagdo nas amostras de cha e
café: fluoranteno (Flu), pireno (Py), benzo(a)antraceno (B(a)A), criseno (Chy),
benzo(b)fluoranteno (B(b)F), benzo(k)fluoranteno (B(k)F), benzo(a)pireno (B(a)P),
dibenzo(ah)antraceno (D(ah)A) e benzo(ghi)perileno (B(ghi)P). O B(a)P e B(e)P
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foram obtidos, respectivamente, da Sigma e da Aldrich Chemical Co, enquanto

que os demais padrbes foram adquiridos da Supelco Inc.

2.3.1. Saponificagcdo, extragao e purificagdao do extrato
A etapa de saponificagdo foi realizada de acordo com o procedimento
descrito por HISCHENHUBER & STIJVE, 1987 [6] para a determinacdo de

benzo(a)pireno em café.

a) p6 de café

Pesaram-se 25 g de p6 em um baldo de fundo redondo de 500 ml.
Adicionaram-se 200 ml de KOH etandlico 1,0 mol/L e o material permaneceu sob
refluxo por 40 minutos. Em seguida, adicionaram-se pelo condensador 200 ml de
cicloexano permitindo-se uma ebulicdo de mais 5 minutos. Apos a solugéo atingir
a temperatura ambiente, o material saponificado foi transferido para um funil de
separacdo de 1 L. Adicionaram-se 200 ml de agua e agitou-se o funil por
aproximadamente 2 minutos. Apés esse procedimento, o funil ficou em repouso
para permitir a separagao das 2 fases (aquosa e organica). Descartou-se a fase

aquosa e o extrato foi lavado com 3 por¢cdes de agua.

b) bebida pronta (café e cha)

Uma aliquota de 200 ml de bebida foi transferida para um bal&o de fundo
redondo de 500 ml. Dissolveram-se 11,2g de pastilhas de KOH e o material ficou
sob refluxo durante 30 minutos. Apos o resfriamento do mesmo, adicionaram-se
100 ml de KOH etandlico 1 mol/L mais 200 ml de cicloexano pelo condensador.
Ebuliu-se a mistura por mais 30 minutos e procedeu-se da mesma forma como

descrito para o po.

O material saponificado obtido em a) e b) foi submetido a particdo liquido-

liguido com dimetilformamida-agua (9:1,v/v) e a seguir purificado por
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cromatografia em coluna de silica-gel, como descrito por SPEER et al. [16]. Todas

as amostras foram analisadas em duplicata.

2.3.2. Desenvolvimento cromatografico

As analises foram feitas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
utilizando-se um cromatoégrafo Waters constituido por bomba quaternaria modelo
600, injetor automatico modelo 717 e detector de fluorescéncia modelo 474

operando com comprimentos de onda de excitagdo/emissdo de 290/430 nm. Em

todas as separagdes utilizou-se coluna cromatografica C18 (5um- Vydac 201 TP)
de 25 cm x 4,6 mm d.i., acoplada a uma coluna de guarda também de 5 um (0,46

mm x 1,0 cm), ambas termestaveis a 30 °C. As amostras foram injetadas (30 pul)

no cromatografo e eluidas com acetonitrila-agua (75:25, v/v), a uma vazdo
constante de 1,0 ml/minuto. Os sinais foram registrados em integrador
Spectraphisics (modelo SP4400), acoplado ao sistema cromatografico. A
quantificagdo dos HPAs foi feita por padronizagdo externa. O limite de detecgao
foi calculado segundo Miller & Miller (1993) [13].

Os HPAs foram identificados por comparagao dos tempos de retencao dos
picos obtidos com os dos respectivos padrées nas mesmas condigées de analise,
por co-cromatografia e através dos espectros de absor¢do obtidos com a

utilizacdo de detector de arranjo de diodos.

2.3.3. Recuperagao
Os testes de recuperacdo foram feitos adicionando-se quantidades
conhecidas de cada HPA a amostras de café. As analises foram feitas em

duplicata.

2.4. Estimativa da ingestdao de HPAs
A ingestdo diaria média de HPAs (ug/pessoa/dia) pela populagdo de

Campinas foi calculada multiplicando-se as quantidades de cha e café
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consumidas (g/pessoa/dia) pelas concentragdo média de cada HPA (ug/kg)

determinada nesses produtos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Dados Analiticos

A utilizagdo dos procedimentos analiticos recomendados por
HISCHENHUBER & STIJVE, 1987 [6] e SPEER et al, 1990 [16] resultou em
recuperagdo na faixa de 66,9 a 99% para diferentes HPAs. Apesar da grande
variabilidade, os resultados podem ser considerados satisfatorios para a
determinacdo dos HPAs em niveis de pg/kg, uma vez que os coeficientes de

variag&do obtidos individualmente foram menores do que 10% (Tabela 2).
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Tabela 2. Dados de recuperagdo dos padroes de HPAs em amostras de café.

HPA Fortificacdo  Recuperac¢do (%) Recupera¢do Coeficiente de
Variagdo (CV) (%)
(ug/kg) Média (%)

Fluoranteno 1,0 95,0 91,5 3,8
2,0 88,0
4,0 940

Pireno 2,0 70,0 75,4 6,1
4.0 77,2
8,0 78,9

Benzo(a)antraceno 1,0 90,0 90,2 0,9
2,0 91,0
40 89,5

Criseno 2,0 66,9 73,8 8.4
4.0 18,5
8,0 79,0

Benzo(e)pireno 20 776 81,0 43
4,0 80,9
8,0 84,6

Benzo(b)fluoranteno 1,0 94.0 95,6 1,6
2,0 97,0
4.0 95,8

Benzo(k)fluoranteno 1,0 89,3 91,8 26
2,0 94,0
4.0 92,0

Benzo(a)pireno 1,0 94,0 96,0 2,8
2,0 99,0
40 95,0

Dibenzo(ah)antraceno 1,0 89,0 92,5 34
2,0 95,0
4.0 93,5

Benzo(ghi)perileno 1,0 87,5 89,5 24
2,0 91,8
40 89,3

' Média de determinagdes em duplicata

A Tabela 3 compara os teores médios de HPAs extraidos do p6 de café e

da bebida pronta. Essas duas formas de preparo foram incluidas no estudo pois
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para o consumidor é importante saber o quanto € ingerido através da bebida e

ainda é habito de muitas pessoas, ao fazer o café, ferver o pé junto com a agua.

Tabela 3. Teores de HPAs (ug/kg) no po de café e na bebida pronta.

Produto (ug/kg)
HPA P6 de café Café fervido Café coado L.D. (ug/kg)’

Fluoranteno 5,86 5.53 2,80 0,23
Pireno 11,03 9,33 n.d. 1,03
Benzo(a)antraceno 0,78 0,61 n.d. 0,12
Criseno n.d. n.d. n.d. 0,37
Benzo(e)pireno n.d. n.d. n.d. 1,29
Benzo(b)fluoranteno 0,65 0,65 n.d. 0,07
Benzo(k)fluoranteno 0,25 0,24 n.d. 0,08
Benzo(a)pireno 1,23 0,60 0,26 0,07
Dibenzo(ah)antraceno 0,24 0,21 n.d. 0,17
Benzo(ghi)perileno n.d. n.d. n.d. 0,15

X HPAs (ug/kg) 20,04 17,17 3,06

X HPAs carcinogénicos (ug/kg) 3,15 2,31 0,26

nd = ndo detectado; * LD=Limite de detecgdo determinado segundo MILLER & MILLER, 1993 [15].

A quantic;ade de HPAs totais encontrada no café coado (3,06 ug/kg) foi
bem menor do que aquela obtida diretamente pela extragcdo do po6 (20,04 ng/kg),
concordando com dados obtidos anteriormente por outros pesquisadores para o
benzo(a)pireno [6, 9]. Por outro lado, quando o po foi fervido junto com a agua
durante o preparo do café, a quantidade de HPAs individuais e totais presentes
na bebida foi muito préxima da quantidade existente no pd, indicando que a
técnica de preparo influencia a extracdo dos contaminantes.

Estudos feitos por HISCHENHUBER & STIJVE, 1987 [6] demonstraram que

a presenca da cafeina faz com que a solubilidade do benzo(a)pireno em agua
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aumente bastante, devido a formacéo de um complexo benzo(a)pireno-cafeina,
que é soluvel em agua. Conforme citado pelos mesmos autores, esse fendmeno ja
havia sido explorado por GERTZ (1981), que utilizou 15% de cafeina em solugdo
de acido férmico na extragdo aquosa de benzo(a)pireno a partir de varios
alimentos. Ainda, segundo HISCHENHUBER & STIJVE, 1987 [6], embora varios
autores tenham empregado diferentes condigbes de extracao durante o preparo
do café, todos consideraram que a cafeina presente no po poderia arrastar o
benzo(a)pireno e os demais HPAs para a bebida.

Na tentativa de confirmar essa teoria, foram determinados os niveis de
benzo(a)pireno tanto no pé de café quanto na bebida pronta (café coado),
utilizando no preparo da mesma diferentes proporcées de café/agua. As
quantidades de benzo(a)pireno encontradas no po de café variaram na faixa de
0,1 a 0,5 ug/kg [9] e de 0,1 a 3,0 pg/kg [6], sendo que na bebida a concentragéo
determinada por ambos os pesquisadores foi menor do que 10 ng/lL.
HISCHENHUBER & STIJVE, 1987 [6], inclusive, contaminaram as amostras com o
HPA de interesse, a fim de favorecer a formagao do complexo soluvel, e também
testaram a influéncia do conteido de cafeina na eficiéncia da extragdo. Para
tanto, os autores extrairam o benzo(a)pireno de bebidas feitas com os cafés
Robusta e Arabica que possuem, respectivamente, alto e baixo teor de cafeina.
Em ambos os ensaios ndao houve diferenca significativa na quantidade de
benzo(a)pireno extraido.

CAMARGO & TOLEDO, 1998 [3] evidenciaram que a quantidade de
cafeina extraida de café fervido era 19 a 30% superior aquela obtida do café
apenas coado. Esses dados sugerem que a fervura, procedimento ndo testado
por outros autores, contribui para a formagéo do complexo soluvel HPA-cafeina,
facilitando a passagem dos hidrocarbonetos para a bebida (Tabela 3).

A Tabela 4 mostra a concentracdo média de HPAs em amostras de cha
mate, que variou na faixa de < 0,07 a 0,31 pg/kg. Os niveis de contaminagcao
foram baixos comparativamente ao café fervido, que apresentou maior numero e

concentragbes mais elevadas de HPAs.
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Os resultados obtidos concordam com observagdes feitas na literatura de
que embora a erva mate possa estar bastante contaminada com HPAs, estes sdo
pouco extraidos para a bebida durante o processo de infuséo [9, 17]. O mesmo
parece ndo ocorrer com o chimarrdo. MACHADO et al., 1997 [14] encontraram no
chimarrdo niveis de até 0,22 ng de benzo(a)pireno nos primeiros 250 ml da
bebida, valor que excede 90 vezes o limite maximo permitido para a agua pura
pela legislacao brasileira (0,01ug/L) [2].

Segundo os mesmos autores, a presen¢a de elevada concentracdo de
benzo(a)pireno no mate se deve principalmente as caracteristicas rudimentares
do beneficiamento da erva, ja que a etapa da sapecagem das folhas ainda é feita
com chama direta da combustéo incompleta da madeira [14]. Amostras de erva
mate submetidas a esse tipo de tratamento apresentaram niveis de
benzo(a)pireno entre 15,35 e 91,07 ug/kg [13].

Cabe ainda ressaltar que o cha mate (especialmente a granel) apresenta
baixo teor de cafeina e que, diferentemente do que se observou com o café, néo
houve aumento da extracao deste alcaldide apés fervura prolongada ou apds um

maior tempo de infusdo da erva [4].
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Tabela 4. Niveis médios de HPAs (ug/kg) em amostras de cha mate.

HPA Cha mate LD (ug/kg)’

Fluoranteno 0,31 0,23
Pireno n.d. 1,03
Benzo(a)antraceno 0,14 0,12
Criseno n.d. 0,37
Benzo(e)pireno n.d. 1,29
Benzo(b)fluoranteno n.d. 0,07
Benzo(k)fluoranteno n.d. 0,08
Benzo(a)pireno 0,07 0,07
Dibenzo(ah)antraceno 0,18 0,17
Benzo(ghi)perileno n.d. 0,15

Z HPAs (ug/kg) 0,70

Z HPAs carcinogénicos (ug/kg) 0,39

nd = nao detectado; * LD= limite de detec¢do determinado segundo MILLER & MILLER [13].

3.2. Ingestao de HPAs

De acordo com a pesquisa realizada por CAMARGO et al., 1999 [4], 75%
dos individuos entrevistados consumiam diariamente cerca de 5 “cafezinhos”,
equivalentes a quantidade media diaria de 284,50 ml. Foram ainda identificados
consumidores extremos, cujo consumo diario chegava a 2 litros de café. Ao
contrario do observado em relagdo ao café, a maioria da populagédo n&o tinha
habito de tomar cha. Entre os consumidores de cha (37%), a preferéncia recaia
sobre o cha mate, com um consumo médio de 263,34 ml ou 2 xicaras por dia.

Com base nestes dados e nos teores de HPAs encontrados nos produtos
analisados, estimou-se a ingestdo média e maxima de HPAs através dos

respectivos produtos, como mostra a Tabela 5.
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Tabela 5. Ingestdo de HPAs através do cha e do café pela populagéo de

Campinas.
Ingestao (ug/pessoaldia)
HPA Cha Café coado Café fervido
Média Maxima Média Maxima Média Maxima

Flu 0,02 0,41 0,24 0,71 0,48 3,37
Py - B - - 0,81 5,68
B(a)A 0,01 0,19 - - 0,05 0,37

Chy 5 - - - - -

B(e)P - - - S - -
B(b)F - - - = 0,06 0,40
B(k)F . . " - 0,02 0,15
B(a)P 0,01 0,09 0,02 0,16 0,05 0,37
D{ah)A 0,01 0,24 - - 0,02 0,13

B(ghi)P - - - . - -
ZHPAs 0,05 0,93 0,27 1,86 1,49 10,46
ZHPAs carcinogénicos 0,03 0,52 0,02 0,16 0,20 1,41

Conforme os resultados apresentados, observa-se que a técnica de
preparo do café influencia a maior ou menor ingestao de HPAs. Assim, O
consumidor que tem por habito ferver o pé de café junto com a agua podera estar
consumindo cerca de 5,5 vezes mais HPAs totais do que aqueles individuos que
tomam apenas o café coado. Quanto ao cha, sua contribuicdo como fonte de
HPAs pode ser considerada pouco representativa, tendo em vista os baixos
valores de ingestéao identificados. Cumpre ressaltar que os dados de ingestao de
HPAs através do cha ndo se aplicam aos consumidores de chimarrdo os quais,
conforme discutido anteriormente, parecem estar expostos a quantidades mais
elevadas destes contaminantes. Neste sentido, recomenda-se que pesquisa
semelhante seja realizada junto a esses individuos, de forma a avaliar a

exposicao aos HPAs através desta bebida.
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Comparando-se com dados da literatura observa-se que a ingestdo média
diaria de HPAs resultante do consumo de café coado equivale a quase o dobro
daquela estimada por LODOVICI et al., 1995 [12] na Italia (0,15 ug/kg), podendo

ser ainda maior caso se considere o café fervido.

4. CONCLUSOES

Os resultados apresentados indicam que o café pode ser uma importante
fonte de HPAs para a populagdo brasileira, embora outros autores nao
considerem esta bebida como uma fonte importante destes contaminantes na
dieta de seus respectivos paises [6,9]. Apesar dos dados de consumo utilizados
na estimativa de ingestdo tenham sido obtidos ha algum tempo, o habito de tomar
café é tao caracteristico de nossa cultura que se acredita que mudancas
significativas neste habito dificilmente tenham ocorrido desde entdo. Da mesma
forma, como o cha nao faz parte dos habitos alimentares da populagédo

entrevistada, dificilmente esse perfil mudara a curto prazo.
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CAPITULO 7

HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS EM OLEOS DE SOJA E
MARGARINAS PRODUZIDOS E COMERCIALIZADOS NO BRASIL

TRABALHO A SER SUBMETIDO PARA PUBLICAGCAO NA REVISTA:
“ FOOD CHEMISTRY “
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Resumo

Oleo de soja e margarina de diferentes lotes e marcas, produzidos e
comercializados no Brasil, foram analisados quanto a presenca de dez HPAs, dos
quais cinco sao carcinogénicos para animais de laboratério. A metodologia
utilizada envolveu basicamente as etapas de extragdo com cicloexano e
dimetilformamida-agua (9:1,v/v), seguidas de limpeza em coluna de silica gel. Os
HPAs foram determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
com detecgcao por fluorescéncia. Os HPAs foram detectados em todas as
amostras analisadas. Os niveis de contaminagao variaram tanto entre as marcas,
quanto entre lotes dentro de uma mesma marca. A concentragdo média de HPAs
totais foi de 51,90 ug/kg em amostras de 6leo de soja e de 13,54 ug/kg em
margarina. Entre os hidrocarbonetos carcinogénicos, benzo(a)pireno foi o que
apresentou a maior concentragdo média (7,21 ug/kg). Considerando-se a ampla
utilizacéo do dleo de soja industrialmente e na culinaria caseira, se faz necessario
um programa de monitoramento por parte das industrias, bem como o
estabelecimento de limites para a presenca desses contaminantes em oOleos

vegetais.

Palavras-chave: hidrocarboneto policiclico aromatico, éleo vegetal, leo de soja,

margarina.
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Abstract

POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS IN BRAZILIAN COMMERCIAL
SOYBEAN OIL AND MARGARINE

In the present study different brands and batches of soybean oil and margarine
produced and commercialized in Brazil were analysed for ten PAHs, among which
five have showed sufficient evidence for carcinogenicity in laboratory animals. The
methodology involved liquid-liquid extraction with cyclohexane and
dimethyilformamide-water (9:1, v/v), clean-up on silica gel column and
determination by high performance liquid chromatography using fluorescence
detection. PAHs were detected in all analysed samples. Variable level of
contamination was found within different brands of the same product and within
different batches of the same brand. The total PAH content was in the range of <
0,07 to 15.20 ug/kg The mean level of total PAHs in soybean oils was 51.90 ug/kg
and in margarine 13.54 ug/kg. Among the carcinogenic PAHs, benzo(a)pyrene
showed the highest mean concentration (7.21 ug/kg). It was identified relatively
high and variable levels of PAHs in soybean oils and margarines. Considering the
widespread use of vegetable oils by the industry and by households, a monitoring
program should be developed by the refining industries and a maximum limit of

benzo(a)pyrene in vegetable oils established in the national standards.

Key words: polycyclic aromatic hydrocarbon, vegetable oil, soybean oil,

margarine.
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1. Introdugao

A presenca de HPAs em diferentes 6leos vegetais (soja, algodao, milho,
amendoim, coco, girassol) e no azeite de oliva tem sido confirmada por varios
pesquisadores (Howard, Turich, White & Fry, 1966¢; Joe, Emma & Fazio, 1979;
Mariani & Fedeli, 1984; Speer & Montag, 1988; Speer, Steeg, Horstmann, Kuhn &
Montag, 1990; Menichini, Bocca, Merli, lanni & Monfredini, 1991; Pupin & Toledo,
1996 a e b; Toledo & Camargo, 1998). Entre as provaveis fontes de contaminagao
destacam-se a poluicdo ambiental, solos contaminados, a secagem direta dos
graos com gases de combustdo e o uso de solventes a base de petréleo, como a
hexana, na extracdo do oleo a partir da semente (Swallow, 1976; Lo & Sandi,
1978; Hopia, Psyysalo & Wickstrom, 1986; Larsson, Erikson & Cervenka, 1987).

Os estudos conduzidos no Brasil por Pupin & Toledo (1996a) com odleos
vegetais revelaram variados graus de contaminagao por benzo(a)pireno, sendo o
oleo de milho, na época, 0 que apresentou os niveis mais elevados deste
hidrocarboneto (1,6 a 58,9 ug/kg). Os teores médios encontrados para outros
tipos de 6leos como girassol, arroz, soja, palma e no azeite de oliva foram de 0,2;
1,8; 2,2; 2,1 e 10,9 ug/kg, respectivamente (Pupin & Toledo, 1996 a e b).

Em funcdo da elevada contaminagao de 6leos de milho por benzo(a)pireno,
evidenciada por Pupin & Toledo (1996a), pesquisas subsequentes se
concentraram em monitorar a presenca desse hidrocarboneto nesse tipo de 6leo,
assim como investigar as possiveis fontes de contaminagdo durante seu
processamento (Camargo & Toledo, 1998). Os resultados destes estudos
confirmaram a presenga de niveis relativamente elevados de benzo(a)pireno em
oleos de milho e identificaram a etapa de secagem como principal fonte de
contaminagao.

Em relagdo a alimentos gordurosos como a margarina, por exemplo, os
teores de HPAs também variam muito, dependendo, entre outros, da origem tanto
dos oOleos como das sementes, além das formas de extracdo utilizadas. Hopia,

Psyysalo & W.ickstrom (1986) encontraram nesses alimentos niveis de
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benzo(a)pireno na faixa de 0,02 a 2,2 ug/kg, enquanto que Siegfried (1975),
citado por Van Heddeghem, Huyghebaert & De Moor (1980), relatou teores
variando entre 0,4 e 4,6 pg/kg. Mais recentemente, Camargo & Toledo (2000)
determinaram em margarinas 8 HPAs em niveis relativamente mais baixos, sendo
que a concentragdo média de benzo(a)pireno foi de 0,58 ug/kg.

O presente estudo foi conduzido com o objetivo de atualizar os dados de
contaminagdo de 6leos de soja e margarinas nacionais por benzo(a)pireno, bem
como obter informacdes adicionais sobre a presenca de outros HPAs nesses
produtos.

2. Material e Métodos

2.1. Amostras

Trés marcas de 6leo de soja e margarina mais consumidas no Brasil foram
selecionadas para a avaliagdo da contaminacéo por HPAs (Datamark, 1999). Os
produtos (trés lotes de cada) foram adquiridos no comércio local em uma unica

época no ano de 1999 e analisados individualmente.

2.2. HPAs

As amostras foram analisadas quanto a presenga de dez HPAs: fluoranteno
(Flu), pireno (Py), benzo(a)antraceno (B(a)A), criseno (Cri), benzo(b)fluoranteno
(B(b)F), benzo(k)fluoranteno (B(k)F), benzo(a)pireno (B(a)P),
dibenzo(a,h)antraceno (D(ah)A) e benzo(g,h,i)perileno (B(ghi)P). Desses,
segundo o IARC (1983), (B(a)A) (B(b)F), (B(K)F), (B(a)P) e (D(ah)A) sao
comprovadamente carcinogénicos em animais experimentais. Com excegéo do
B(a)P e B(e)P, que foram adquiridos, respectivamente, da Sigma e da Aldrich

Chemical Co., todos os demais padroes foram obtidos da Supelco, Inc..
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Os limites de detecgdo, obtidos de acordo com o método proposto por
Miller & Miller (1993), estao listados na Tabela 1.

Tabela 1. Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e os respectivos limites de

deteccgéo.
HPA Limite de detec¢do (ug/kg)?

Fluoranteno 0,23
Pireno 1,03
Benzo(a)antraceno 0,12
Criseno 0,37
Benzo(e)pireno 1,29
Benzo(b)fluoranteno 0,07
Benzo(k)fluoranteno 0,08
Benzo(a)pireno 0,07
Dibenzo(ah)antraceno 0,17
Benzo(ghi)perileno 0,15

1 Calculado segundo Miller & Miller (1993).

2.3. Metodologia

Diferentes métodos de extracdo de HPAs tém sido propostos em fungdo da
matriz (Lawrence & Weber, 1984; De Vos, Van Dokkum, Schouten & Jong-
Berkhout, 1990., Speer, Steeg, Horstmann, Kuhn & Montag, 1990; Falcon, Amigo,
Yusty & Lozano, 1999). Para a maioria dos alimentos ricos em proteinas como
carnes, peixes e aves, e produtos com gorduras insoluveis, como o bacon, a
extracdo dos HPAs envolve uma etapa de saponificagéo. Segundo Grimmer &
Bohnke (1975) esta etapa contribui para um aumento na quantidade de HPAs
extraidos. No entanto, para amostras de dleos e gorduras, a saponificagédo néo &

necessaria.
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O procedimento adotado nas andlises envolveu basicamente as etapas de
extracdo com cicloexano e dimetilformamida-agua (9:1,v/v), seguido de limpeza
em coluna de silica gel, conforme descrito a seguir (Speer, Steeg, Horstmann,

Kuhn & Montag, 1990). Todas as amostras foram analisadas em duplicata.

Extragdo de dleos vegetais

Pesaram-se 10,0g de dleo vegetal em um béquer de 50 ml. Adicionaram-se
50 ml de cicloexano e o material foi transferido para um funil de separagéo de 250
ml. Lavou-se o béquer com outros 50 ml de cicloexano e transferiu-se a mistura
para um funil de separacédo (as fortificacbes foram realizadas neste ponto da
extracdo). Em seguida, os HPAs foram extraidos sucessivamente com porgdes de
50, 25 e 25 ml de dimetilformamida: agua (9:1, v/v). O extrato resultante foi diluido
com 100 ml de sulfato de sédio a 1% em agua e re-extraido com porgdes de 50,
35 e 35 ml de cicloexano, que foram reunidas. A solugdo obtida foi lavada duas
vezes com 40 ml de agua, a agua residual retirada com sulfato de sédio anidro
(cerca de 5@g) e concentrada a um volume final aproximado de 5ml em evaporador

rotativo a vacuo, com banho a temperatura de 40 °C.

Extragdo de margarinas
Primeiramente, derreteu-se uma porgdo de margarina em banho-maria a
40°C. Apos a separacao de fases (oleosa e aquosa), pesaram-se 10,0g da

gordura e seguiu-se o procedimento de extragdo descrito para os 6leos vegetais.

Limpeza em coluna de silica gel

Transferiram-se 5g de silica gel 60 (70-230 mesh, ASTM, Merck SA
Industrias Quimicas), desativada com 15% de agua, para uma coluna de vidro (21
x 1,1cm d.i.; reservatério de 8 x 3,1cm d.i.) com 40 ml de cicloexano. Depois de
empacotada, adicionando-se sulfato de sodio anidro no topo da mesma. O extrato
foi aplicado a coluna e a fragdo, apds ser eluida por gravidade com 85 ml de

cicloexano, foi recolhida em um baldo de fundo redondo de 250 ml. O volume foi
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concentrado em um rota evaporador, a 40 °C, até aproximadamente 2 ml, que foi
seco sob corrente de nitrogénio. O residuo obtido foi dissolvido em 2 mil de

acetonitrila.

Analise cromatografica

Os HPAs foram determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). O equipamento utilizado era constituido por uma bomba quaternaria
Waters modelo 600, injetor automatico Waters modelo 717 e detector de
fluorescéncia Waters modelo 474, com comprimentos de onda de emissao e
excitagdo de 290 e 430 nm, respectivamente. O sistema também estava equipado

com uma coluna cromatografica C18 (Vydac 201 TP) de 25 cm x 4, 6 mm d.i.,
particulas de 5um, termestavel a 30°C. As amostras foram eluidas com fase

moével isocratica composta de acetonitrila-agua (75:25, v/v), a uma vazao
constante de 1,0 ml/minuto. O integrador Spectraphisics modelo SP4400 foi usado
para a determinagao da area dos picos.

Foram injetados no sistema cromatografico, previamente estabilizado, 30 pl
do extrato final obtido no processo de extracdo. O método utilizado para a

quantificacao dos hidrocarbonetos foi 0 da padronizagao externa.

Confirmagao da identidade dos HPAs

A confirmacao da identidade dos HPAs nas amostras foi feita utilizando-se
um aparelho de cromatografia liquida de alta eficiencia Waters (bomba
quaternaria modelo 600 e injetor automatico modelo 717) acoplado a um detector
de arranjo de diodos Waters modelo 996. As condigbes cromatograficas utilizadas
para a separagcdo dos HPAs foram as mesmas descritas no item “analise
cromatografica’.

Primeiramente correu-se uma mistura de padrées com os HPAs de
interesse e registraram-se o0s espectros de absorcdo de cada um deles. Em
seguida, as amostras foram injetadas no cromatégrafo a fim de se comparar os

espectros dos picos de interesse obtidos com aqueles dos padroes.
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Recuperacao

A fim de verificar a eficiéncia do procedimento analitico, testes de
recuperacdo foram feitos em amostras de Oleo de soja adicionando-se
quantidades conhecidas de cada HPA, em trés niveis de contaminacdo. Todas as

analises foram feitas em duplicata.

3. Resultados e Discussao

Os resultados dos ensaios de recuperagdo estdo apresentados na Tabela
2. Os valores encontrados ficaram acima de 90% para a maioria dos HPAs, com
excecdo do pireno, criseno e benzo(e)pireno, que tiveram uma recuperagao media
em torno de 88%. Estes valores indicam a eficiéncia do procedimento analitico
utilizado.

A Figura 1 mostra um cromatograma tipico de uma amostra de 6leo de soja

analisada.
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Tabela 2. Dados de recuperacéo de HPAs em 6leo de soja.

HPA Fortificagdo  Recuperac¢ao (%) Recuperacao Coeficiente de
Variagao (CV) (%)
(1g/kg) Média (%)
Fluoranteno 10,0 90,0 90,6 3.4
12,0 88,0
16,0 94,0
Pireno 12,0 87.0 88,1 1.4
14,0 89,4
18,0 88,0
Benzo(a)antraceno 10,0 99,0 99,8 0,7
12,0 100,1
16,0 100,3
Criseno 12,0 85,5 88,8 3,3
14,0 91,0
18,0 90,0
Benzo(e)pireno 12,0 832 88,9 8.9
14,0 98,0
18,0 85,6
Benzo(b)fluoranteno 10,0 91,0 96,0 4,5
12,0 99,0
14,0 98,0
Benzo(k)fluoranteno 10,0 99,0 97,5 1.8
12,0 95,6
14,0 98,0
Benzo(a)pireno 10,0 100,0 99,3 0,6
12,0 98,9
14,0 99,0
Dibenzo(ah)antraceno 10,0 93,1 94,2 2,1
12,0 96,5
14,0 93,0
Benzo(ghi)perileno 10,0 94.0 94,3 0,6
12,0 94,0
14,0 94,9

" Média de determinagbes em duplicata.
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Figura 1. Cromatogramas por CLAE referentes a amostras de (a) 6leo de soja; (b)
margarina. Coluna C18 (5 um, Vydac 201 TP), fase moével acetonitrila-agua
(75:25, viv), vazao: 1,0 mi/min, volume de inje¢do: 30 ul; deteccao por
fluorescéncia. HPAs: 1. fluoranteno; 2. benzo(a)antraceno; 3. benzo(e)pireno; 4.
benzo(b)fluoranteno; 5. benzo(k)fluoranteno; B. benzo(a)pireno; 7

dibenzo(ah)antraceno.
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A Tabela 3 apresenta os niveis de HPAs encontrados nas amostras dos
diferentes lotes de 6leos de soja das marcas A, B e C. Como pode ser observado,
os oleos analisados se apresentaram bastante contaminados, com teores médios,
maximos e minimos para HPAs individuais na faixa, respectivamente, de 0,79 a
28,51; 0,90 a 42,90 e 0,50 a 17,49 ug/kg. Pireno e benzo(ghi)perileno ndo foram
detectados em qualquer um dos lotes das trés marcas de odleos de soja
selecionados. Ja o criseno foi encontrado apenas na marca C. O valor médio de
HPAs totais foi de 75,38 ug/kg, dos quais metade (50,8%) correspondem a fragéo
carcinogénica. Entre os hidrocarbonetos carcinogénicos, dibenzo(ah)antraceno
(11,07 pg/kg), benzo(a)antraceno (8,61 upg/kg) e benzo(a)pireno (8,45 ug/kg)
foram os que apresentaram as maiores concentragdes médias.

Considerando-se apenas o0 benzo(a)pireno, tanto os niveis médios (2,27 —
20,21 pg/kg), quanto os maximos (2,65 — 25,23 ug/kg) e minimos (1,85 — 12,17
ng/kg) determinados estéo muito acima dos teores médios encontrados (n.d. — 6,1
ng/kg) anteriormente por Pupin & Toledo (1996a) em 16 marcas diferentes do
mesmo tipo de 6leo. A faixa de valores reportada por Pupin & Toledo (1996a) esta
dentro daquelas obtidas por outros pesquisadores (Grimmer & Hildebrandt, 1967,
Lawrence & Weber, 1984; Larsson, Erikson & Cervenka, 1987; Dennis, Massey,
Cripps, Venn, Horwarth & Lee, 1991). Apenas Kolarovic & Traitler (1982)
relataram em o6leo de soja um teor médio de benzo(a)pireno relativamente
elevado (28,45 pug/kg) e proximo do relatado no presente estudo.

A marca C foi a que apresentou uma maior contaminagéo por HPAs, com
um somatorio de 136,64 ug/kg para os dez compostos analisados e 77,69 ug/kg
se forem considerados apenas os carcinogénicos. Os valores maximos
encontrados no 6leo C foram provenientes de um unico lote, cuja contaminagao
foi quase duas vezes superior a média obtida, tanto para os HPAs totais
(189,93 ng/kg), quanto para os carcinogénicos (115,16 pg/kg). A concentragao
mais alta (42,90 ug/kg) foi de dibenzo(a,h)antraceno, também no 6leo de marca C.

Isso € motivo de preocupagdo pois além do éleo de soja ser o mais consumido
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entre a populagdo brasileira, a marca C €, hoje em dia, uma das mais vendidas
(Datamark, 1999).

Tabela 3. Niveis médios e maximos de HPAs (ug/kg) em o6leos de soja de trés

diferentes lotes e marcas.

Oleo
Marca A Marca B Marca C
HPA Médio Maximo Médio Maximo Médio Maximo

Fluoranteno 22,14 25,04 6,77 9,51 18,19 21,91

Pireno n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Benzo(a)antraceno 8,35 10,50 5,90 10,40 11,59 15,19
Criseno n.d. n.d. n.d. n.d. 12,25 15,69
Benzo(e)pireno 15,73 18,72 7,84 12,64 28,51 377
Benzo(b)fluoranteno 3,14 3,83 2,82 3,99 16,32 22,66

Benzo(k)fluoranteno 0,79 1,11 0,84 0,90 6,42 9,18
Benzo(a)pireno 2.27 2,65 2,86 3,59 20,21 25,23
Dibenzo(ah)antraceno 5,60 7,81 4,48 5,20 23,15 42 90

Benzo(ghi)perileno n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Z HPAs (pg/kg) 58,02 69,66 31,49 46,23 136,64 189,93
Z HPAs carcinog. (pg/kg) 20,15 25,90 16,88 24,08 77,69 115,16

nd = nao detectado; Limite de detecgdo: Tabela 1.

A Tabela 4 mostra os niveis de HPAs em margarinas. Os valores
determinados na fase oleosa do produto foram corrigidos conforme a composi¢&o
de ingredientes declarada no rétulo do produto (80% de lipidios).

A faixa de concentragao obtida para os HPAs carcinogénicos nas amostras
de margarina (n.d. — 1,62 pg/kg) também mostrou-se superior aos valores

reportados anteriormente por Camargo & Toledo (2000) para o mesmo produto,
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(n.d. — 0,71 ug/kg). Nas amostras de margarina, o benzo(e)pireno foi o HPA que
apresentou a maior concentragdo média (Tabela 4).

No Brasil, o dleo de soja € o mais utilizado na produgdo de margarinas,
podendo-se considerar que a contaminacdo do produto reflete a qualidade do
6leo disponivel no mercado na época de sua fabricagdo. Como os 6leos de soja e
margarinas analisados neste estudo foram coletados do comércio na mesma
época, acredita-se que o0s niveis superiores de HPAs encontrados nas
margarinas, relativamente a dados anteriores (2,61 ug/kg) (Camargo & Toledo,

2000), foram consequéncia da maior contaminag&o dos 6leos de soja no mercado.

Tabela 4. Niveis médios de HPAs (ug/kg) nas amostras de margarina.

HPA Margarina
Fluoranteno 3,96
Pireno n.d.
Benzo(a)antraceno 1,62
Criseno n.d.
Benzo(e)pireno 514
Benzo(b)fluoranteno 1.31
Benzo(k)fluoranteno 0,27
Benzo(a)pireno 0,84
Dibenzo(ah)antraceno nd.
Benzo(ghi)perileno 0,40
T HPAs (ng/kg) 13,54
¥ HPAs carcinogénicos {ng/kg) 4,04

nd = nado detectado, Limite de detec¢a@o:Tabela 1.

Os resultados apresentados evidenciaram a necessidade de ampliar o
estudo para outras marcas de 6leos de soja disponiveis comercialmente. Caso a

contaminacdo seja confirmada, recomenda-se um rastreamento nas etapas do
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processamento, de modo a identificar aquela responsével pela elevada
contaminag&o nesse tipo de 6leo e o motivo da aparente sazonalidade.

Cumpre ressaltar que a presenga de HPAs em oleos vegetais pode variar
de uma época para outra em funcdo das varias fontes de contaminag@o. Dessa
forma, um monitoramento efetivo dos dleos, assim como um maior controle do
6leo bruto utilizado pelas industrias refinadoras, se faz necessario de modo a
reduzir a exposigao do consumidor aos HPAs. A utilizagéo de carvao vegetal na
etapa de purificacdo do O6leo, por exemplo, contribuiria para a reducdo da
contaminacgdo, uma vez que este adsorvente € altamente eficiente para a remogao
de HPAs.
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CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo revelaram a presenga de HPAs em
varios alimentos que fazem parte da dieta do brasileiro. O grupo dos dleos e
gorduras foi o que apresentou niveis relativamente mais altos de HPAs,
confirmando a necessidade de um monitoramento efetivo destes alimentos. Dados
adicionais sobre a contaminacdo do acucar cristal e refinado também séao
desejaveis, de forma a melhor caracterizar sua importancia como fonte potencial
de hidrocarbonetos.

Trés foram os grupos de alimentos que mais contribuiram para a ingestéo
diaria de HPAs totais: Oleos e gorduras, agucares e carnes. Nao foram
encontradas grandes diferencas na ingestdo dos contaminantes nas regides
metropolitanas avaliadas. Brasilia e Curitiba apresentaram as maiores ingestoes
de HPAs totais, sendo que nesta ultima houve uma maior contribuicdo da fragao
carcinogénica. A menor ingestdo de HPAs totais foi registrada na regido
Nordeste: Fortaleza Salvador e Recife. Comparando-se esses resultados com
dados disponiveis na literatura, observa-se que na dieta de varios paises, da
mesma forma que na brasileira, os éleos e gorduras sdo, em geral, as principais
fontes de exposicao aos HPAs.

Considerando-se a ampla distribuicdo de HPAs na natureza, presentes em
praticamente todas as categorias de alimentos, qualquer medida para a redugao
da exposi¢cao humana a estes compostos deve ser dirigida tanto ao controle dos
alimentos que, embora consumidos em baixa quantidade, apresentam elevada
contaminagdo por HPAs, como daqueles que se apresentam menos

contaminados.

215



ANEXOS

217




(a)

I 1 I I [ L
0

10 20 30 40 50

Tempo (min)

(b)

10

l | | T | |
0 10 20 30 40 50

Tempo (min)

ANEXO 1. Cromatogramas, obtidos por CLAE, referentes a amostras de (a) maca;
(b) uva. Coluna C18 (5um, Vydac 201 TP), fase movel acetonitrila-agua
(75:25, viv), vazdo: 1,0 mi/min; volume de injecdo: 30 ul, detecgdo por
fluorescéncia a 290 nm (emiss&o) e 430 nm (excitag&o). HPAs: 1. fluoranteno;

3. benzo(a)antraceno; 6. benzo(b)fluoranteno; 7. benzo(k)fluoranteno;

8. benzo(a)pireno; 10. benzo(ghi)perileno.
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ANEXO 2. Cromatogramas, obtidos por CLAE, referentes a amostras de (a) leite;
(b) queijo. Coluna C18 (5um, Vydac 201 TP), fase mével acetonitrila-agua
(75:25, viv), vazdo: 1,0 ml/min; volume de inje¢cdo: 30 ul; detecgao por
fluorescéncia a 290 nm (emissdo) e 430 nm (excitagdo).HPAs: 1. fluoranteno;
6. benzo(b)fluoranteno; 7. benzo(k)fluoranteno; 8. benzo(a)pireno;

10. Benzo(g,h,i)perileno.
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ANEXO 3. Cromatogramas, obtidos por CLAE, referentes a amostras de (a) feijao;
(b) ervilha. Coluna C18 (5um, Vydac 201 TP), fase movel acetonitrila-agua
(75:25, viv), vazao: 1,0 mi/min; volume de injecdo. 30 pl; detecg@o por
fluorescéncia a 290 nm (emiss&o) e 430 nm (excitagdo). HPAs: 1. fluoranteno; 2.

benzo(a)antraceno; 3. benzo(b)fluoranteno; 4. benzo(k)fluoranteno; 5.

benzo(a)pireno; 6. dibenzo(ah)antraceno.
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ANEXO 4. Cromatogramas, obtidos por CLAE, referentes a amostras de (a)
batata; (b) cenoura. Coluna C18 (5um, Vydac 201 TP), fase movel acetonitrila-
agua (75:25, viv), vazdo: 1,0 ml/min; volume de injegado: 30 ul; detecgao por
fluorescéncia a 290 nm (emissao) e 430 nm (excitagdo). HPAs: 1. fluoranteno;
2. benzo(a)antraceno; 3. benzo(b)fluoranteno; 4. benzo(k)fluoranteno;

5. benzo(a)pireno; 6. dibenzo(ah)antraceno 7.benzo(ghi)perileno.
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ANEXO 5. Cromatogramas, obtidos por CLAE, referentes a amostras de po de
café. Coluna C18 (5um, Vydac 201 TP), fase movel acetonitrila-agua (75:25, viv),
vazao: 1,0 ml/min; volume de injegdo: 30 ul; detecgao por fluorescéncia a 280 nm
(emiss@do) e 430 nm (excitagdo). HPAs: 1. fluoranteno, 2. pireno;

3. benzo(a)antraceno; 4. benzo(b)fluoranteno; 5. benzo(k)fluoranteno;

6. benzo(a)pireno; 7. dibenzo(ah)antraceno.
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ANEXO 6. Cromatogramas, obtidos por CLAE, referentes a amostras de (a) pizza,
(b) agucar. Coluna C18 (5um, Vydac 201 TP), fase movel acetonitrila-agua (75:25,
v/v), vazao: 1,0 mi/min; volume de inje¢&o: 30 ul; detecgdo por fluorescéncia a 290
nm (emiss&o) e 430 nm (excitagdo). HPAs: 1. fluoranteno; 2. benzo(a)antraceno;
3. benzo(b)fluoranteno; 4. benzo(k)fluoranteno; 5. benzo(a)pireno; 6.

dibenzo(a,h)antraceno, 7. benzo(ghi)perileno.
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ANEXO 7. Cromatogramas, obtidos por CLAE, referentes a amostras de (a)
bacon, (b) salsicha. Coluna C18 (5um, Vydac 201 TP), fase movel acetonitrila-
agua (75:25, v/v), vazao: 1,0 ml/min; volume de injecao: 30 ul; detecgao por
fluorescéncia a 290 nm (emissdo) e 430 nm (excitagéo). HPAs: 1. fluoranteno;
2. pireno 3. benzo(a)antraceno; 4. criseno 5.  benzo(e)pireno;
6. benzo(b)fluoranteno; 7. benzo(k)fluoranteno; 8. benzo(a)pireno;

9. dibenzo(ah)antraceno; 10. benzo(ghi)perileno.
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ANEXO 8. Cromatograma, obtido por CG-MS, referente & mistura de HPAs.
Padrées: 1. fluoranteno, 2. pireno;, 3. benzo(a)antraceno, 4. criseno; 3.
benzo(e)pireno, 6. benzo(b)fluoranteno, 7. benzo(k)fluoranteno, 8. benzo(a)pireno,
9. dibenzo(ah)antraceno e 10. benzo(ghi)perileno. Condigdes cromatograficas:
temperatura inicial do detector e injetor: 280 °C; temperatura inicial da coluna:
120 °C, aquecimento de 5 °C/min. até 280 °C; volume de injegdo: 3ul; tempo de

abertura da purga do splitless: 3 minutos; fluxo do gas de arraste: 0,7 mi/min.



1. Fluoranteno

Data2 WILEY139LIB

Entry : 45471 CAS ;206440 Molwgt : 202
MolFerm. : 1p
Name - Fluoranthene (CAS) 1,2-BENZACENAPTHENE $$ FLUORANTHRENE $5 ldnyl $3
|
2?2
@
-
=
>~ _‘
161
88 -!
38 ) 83 75 | ‘ 110 122 150 173 .hf
40 60 80 100 120 140 160 180 200
2. Pireno
Data2 WILEY139.LIB
Entry : 49483 CAS : 128-000 MolWgt : 202
Mol Form. ® 10
Name :Pyrene (CAS) beta -Pyrene 35 Benzo[deflphenanthrene $8
|
202
101
g8 ’ '
33 50 63 74 4 I 150 163 174 |
20 40 60 s | 100 | 120 | 140 10 180 200

ANEXO 9. Espectros de massas dos padrdes fluoranteno e pireno. Condi¢cdes

cromatograficas: idem ao ANEXO 8.
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3. Benzo(a)antraceno

Data2 WILEY139.LIB

Entry : 63210 CAS . 56-55-3 MolWagt. : 228

Mol Form. “ 42

Name : Benz[a]anthracene {CAS) 1,.2-Benzanthracene $§ Benzo[a)anthracene §3

114 .
101 |
39 63 75 88 ;| 150 174 187 200 il
50 100 150 200 250
4. Criseno
Data2 WILEY139 LIB
Entry . 63215 CAS : 218-01-8  MolWgt : 228

Mol Form. 112
Name :Chrysene {CAS) Benzo[a]phenanthrene $8§ 1.2-Benzphenanthrene $5 1,2-

ih 57 114 |

il | ' o 24|

42 ‘

50 100 150 Zi‘)ﬂ

ANEXO 10. Espectros de massas dos padrées benzo(a)antraceno e criseno.

Condicoes cromatograficas: idem ao ANEXO 8.

237



5. Benzo(e)pireno

Data2 WILEY13S b

Entry : 74088 CAS o 192-97-2 MolWgt. : 252
Mol.Form. : 42
Name :Benzo[c]pyrene (CAS) 4,5-Benzopyrenc $8 1,2-Benzpyrene $$ 1.2-Benzo
|
252
d .
| |
N o
/
125
113 H
Mo 224 Ran
41 54 74 83 % | ! | 174 198 211 224 il
50 100 150 200 250

6. Benzo(b)fluoranteno

Data2 WILEY139 b

Entry : 74083 CAS : 205882 MolWgl :@ 252

Mol.Form. .12

MName - Benzjelacephenanthrylene (CAS) 3.4-BENZFLUCRANTHENE S$ Benzo[bjfluo

126 i
113 i
63 g4 100 | 174 200 o ull, ]
' 100 150 ' 200 250
ANEXO 11. Espectros de massas dos padrdes benzo(e)pireno e

benzo(b)fluoranteno. Condigdes cromatograficas: idem ao ANEXO 8.

239



7. Benzo(k)fluoranteno

Library :WILEY139

Entry :74085
CAS : 207-08-9 MolWwgt : 252
Mol Form.: 12
Name :Benzo[k]fluoranthene (CAS) Dibenzo[b jkifluorene $$ BENZOFLUORANTHENE $$ 8 9-Benzofluoranthene
|
252
|
Y YT |
AR %/l '
126 \
113 Ll
319 _'63 T4 B4 100 I|I || 150 174 187 200 211 2?4 21Tﬁ|| :
50 100 150 200 250

8. Benzo(a)pireno

Data2 WILEY13S.LIB

Enty : 74087 CAS : 50-328 Molwgt : 252

Mol.Form. 42

Name : Benzo[a]pyrene (CAS) 3,4-Benzpyrene $$ BP $5 Benz[a]pyrene $51.2-B .
252

.-
126
i
113 L
|39 6374 8799 | || 150 174187200 224 248 ' ‘ .
50 100 150 200 250 300 350 400

ANEXO 12. Espectros de massas dos padroes benzo(k)fluoranteno e

benzo(a)pireno. Condigdes cromatograficas: idem ao ANEXO 8.
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9. Dibenzo(ah)antraceno

Data? WILEY139.LIB

Entry : 85033 CAS . 53-70-3  Molwgt : 278
MolForm. = 14

Name - Dibenz[ahlanthracene (CAS) DBA $$ Dibenzo[a hlanthracene 3% 1 235,

57
71 95 13;3
. hJ (N IS | E— : — .
50 100 150 200 250
10. Dibenzo(ghi)perileno -

Data2 WILEY139 LIB

Entry : B4250 CAS . 191-24-2 MolWgt : 276
MolForm. : {2

Name  : Benzoghilperylene (CAS) 1.12-Benzoperylene $$ Benzo-1,12-perylene

74 91 11 |45 198 222 252 il

50 100 150 200 250

ANEXO 13. Espectros de massas dos padroes dibenzo(ah)antraceno e

benzo(ghi)perileno. Condigdes cromatogréficas: idem ao ANEXO 8.
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ANEXO 14. Cromatograma, obtido por CG-MS, referente a uma amostra de

alface, mostrando os ions monitorados. HPAs: 1. fluoranteno, 2. pireno, 3.

benzo(a)antraceno, 4.criseno, 5. benzo(b)fluoranteno, 6. benzo(k)fluoranteno, 7.

benzo(a)pireno, 8. dibenzo(ah)antraceno, 9.

cromatograficas: idem ao ANEXO 8.

benzo(ghi)perileno. Condicbes
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ANEXO 15. Cromatograma, obtido por CG-MS, referente a uma amostra de uva,

mostrando os ions monitorados. HPAs: 1. fluoranteno, 2. benzo(a)antraceno, 3.

benzo(b)fluoranteno,

4. benzo(a)pireno, 5.

cromatograficas: idem ao ANEXO 8.

benzo(ghi)perileno. Condigbes
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ANEXO 16. Cromatograma, obtido por CG-MS, referente a uma amostra de

bolacha agua e sal, mostrando os ions monitorados. HPAs: 1. fluoranteno, 2.

benzo(a)antraceno,

3

benzo(b)fluoranteno,

4.

benzo(a)pireno. Condiges cromatograficas: idem ao ANEXO 8.
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ANEXO 17. Cromatograma, obtido por CG-MS, referente a uma amostra de pao
integral, mostrando os ions monitorados. HPAs: 1. fluoranteno, 2.
benzo(a)antraceno, 3. benzo(b)fluocranteno, 4. benzo(k)fluoranteno,

5.benzo(a)pireno. Condigdes cromatograficas: idem ao ANEXO 8.
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ANEXO 18. Cromatograma, obtido por CLAE com, referente a mistura de HPAs.
Condigdes cromatograficas: coluna C18 (5 um-Vydac 201 TP), fase movel
acetonitrila-agua (75:25, v/v), vazdo: 1,0 ml/min; volume de injegao: 30 ul; detector
de arranjo de diodos (220 — 440 nm). Padrées: FLU: fluoranteno, PY: pireno;
B(a)A: benzo(a)antraceno, CRI: criseno; B(e)P:. benzo(e)pireno, B(b)F:
benzo(b)fluoranteno, B(k)F. benzo(k)fluoranteno, B(a)P: benzo(a)pireno, D(ah)A:

dibenzo(ah)antraceno e B(ghi)P: benzo(ghi)perileno.



AU

T 1 71 IT[YTlilililll'lllllllIll'lll

ROOD 24000 26 .00 28000 30000 32000 34000 36000 380.00
nm

22000 24000 25000 28000 30000 32000 340.00 360.00 380.00
nm

B(a)A

0.0020]
0.00153

0.00104

AU

0.0005]
o 0000_: 3380 365.1 3831

/

-0.0005

L R g D ! S SO T T T [ v 1 7P rrqjbv 17

20 00 24000 26000 280 00 300 00 32000 34000 36000 380 00
nm

ANEXO 19. Espectro de absorbancia dos HPAs: fluoranteno (FLU), pireno (PY) e

benzo(a)antraceno (B(a)A) obtidos por detector de arranjo de diodos.
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ANEXO 20. Espectro de absorbancia dos HPAs: criseno (CRI), benzo(e)pireno
(B(e)P), benzo(b)fluranteno (B(b)F) obtidos por detector de arranjo de diodos.
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ANEXO 21. Espectro de absorbancia dos HPAs: benzo(k)fluoranteno (B(k)F);
benzo(a)pireno (B(a)P), dibenzo(ah)antraceno (D(ah)A) e benzo(ghi)perileno

(B(ghi)P) obtidos por detector de arranjo de diodos.
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ANEXO 22. Cromatograma, obtido por CLAE, referente a uma amostra de dleo de

soja. Condicdes cromatograficas: ldem ao ANEXO 18.
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ANEXO 23. Cromatograma, obtido por CLAE, referente a uma amostra de bacon.
Condi¢des cromatograficas: Idem aoc ANEXO 18.
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ANEXO 24. Cromatograma, obtido por CLAE, referente a uma amostra de pé&o.

Condicoes cromatograficas. ldem ao ANEXO 18.
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ANEXO 25. Cromatograma, obtido por CLAE, referente 2 uma amostra de agucar.

Condigdes cromatograficas: [dem ao ANEXO 18.



