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RESUMO

Amostras de 6leos comerciais de alho, arroz, canola,
girassol, milho, palma (azeite de dendé) e s0ja e de azeites de
oliva foram analisadas quanto ao tecr de benzol(a)pirenc (Bla)P}.
Foram também avaliadas possiveis fontes de contaminagdo de dleos

de milho e soja, incluinde a secagem do gréo, diferentes etapas do

A metodeologia analitica envolveu extracdo liguido-
liquido, limpeza em coluna de silica gel e determinacao por
cromatografia liquida de alta eficiéncla. O limite de detecgéo do

B(a)P foi de 0,5 pg/Kg e sua recuperac¢io média, 97,2%.

0s teores médios de Bla)P encontrados em Oleos de arroz,
girassol, milho, palna, soja e em azeite de oliva foram
respectivamente: 1,8 ; 0,2 ; 10,8 ;5 2,1; 2,2 e 10,9 g/Kg. Nos
6lecs de alho e canola ndo fol detectada a presenca de B{a)P.

As amostras de azeites de oliva apresentaram alveis va
riados de contaminacdo.Os menores niveis de B(a)P (n.d. a 1,2 ug/Kg}
foram determinados em azeites de oliva importades da Europa.
Azeites importados da Europa, porém enbalados no Brasil, & azeites
de oliva mistos com Oleos de soja @ milho mostraram Leores
relativamente maiores de B(a)P, variandc entre n.d. a 9,7 e 2,2 a
9,2 wg/Kg, respectivamente. Azeitez de oliva provenlentes da
Argentina apresentaram 0S8 maiores niveis de contaminacdo, com até
164,4 ug/Kg de B{alP.

Nao foi detectada a presenga de Bla)l? em gr&os de milho e
de soja antes e ap0s O Processo de secagem. A hexana, solvente de
extracio do Oleo, mestrou-se contaminada conm niveis médios de B{(a)P

de 4,1 pg/Kg, sugerindo sua participagio na contaminagido de Hleocs.
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A partir dos niveis de B(a)P encontrados nos oéleos
analisados e com base em dados de consumo destes produtos pela
populacdo, estimou-se que os Oleos de soja e de milho contribuem
com 0,09 e 0,4 png de B(a)P na dieta total diaria do consumidor

brasileiro, respectivamente.



SUMMARY

Samples of vegetable o0ils on the brazilian market
including canola, corn, soybean, sunflower, rice, palm, garlic and
olive oils were analysed for benzo (a)pyrene (B(a)P). Possible
sources of contamination of soybean and corn oils, such as the
grain drying, different steps of the refining process and the
extraction solvent were also evaluated.

The analytical method involved liquid-liquid extraction,
clean-up on silica gel column and determination by high performance
liquid chromatography with fluorescence detector. The 1limit of
detection was 0.5 pg/Kg, and the mean recovery was 92, 7%.

The mean level of B(a)P in rice, sunflower, soybean,
corn, palm and olive oils were: 1.8 ; 0.2 ; 2.1 ; 10.8 ; 2.2 and
10.9 ug/Kg, respectively. No B(a)P was detected in garlic and
rapeseed oils.

Samples of olive o0ils showed variable 1levels of
contamination. The lowest B(a)P levels (n.d. to 1.2 Hg/Kg) were
determined in olive o0il imported from Europe. European olive o0ils
packed in Brazil and olive oils blended with soybean and corn oils
showed relatively higher levels of B(a)P, in the range of n.d. to
9.7 and 2.2 to 9.2 ug/Kg, respectively. Olive oils imported from
Argentine showed the highest levels of contamination, up to 164.4
Hg/Kg.

No B(a)P was found in soybean and corn grains either
before or after the drying process. Hexan, the o0il extraction
solvent, showed a mean level of 4.1 ug/Kg B(a)P, suggesting its

participation in the o0il contamination.
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Based on the average consumption of wvegetable e¢ils in
Brazil and on their content of B(a)P, individual daily intakes of
0.09 and 0.4 pg B(a)P through the consumption of soybean and corn

0ils were estimated, respectively.
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i~ INTRODUGAO

_ Os hidrocarbonetos poliarométicos (HPAs) séc um grupce de
compostos que tém sido objeto de muito interesse, J& que alguns
deles apresentam propriedades toxicas comprovadas, como O
benzo{a)pireno (B{a) P}, reconhecidamente carcinogénico. Esses
compostos sdoc considerados contaminantes altamente estavels,
presentes em diferentes alimentos como  Ccarnes processadas,

vegetals, cereais, Oleos, gorduras, bebidas e agua.

Os HPAs se origineam principalmente da queima de compostos
organicos como O petrélesc e derivados, madeira e hulha, e
apresentam na sua estrutura dois ou mais anéis de benzeno
conjugados. Agueles que tem estrutura molecular com guatro a sels

anéis sao considerados, na malor parte, carcinogénicos.

Desde o inicio do sécule dezoito tém sido observade
efeitos toxicos relacionados a presenca de HPAs em fullgem, &leos
minerais, parafina e alcatrdo da hulha. No entanto, somente no
inicioc deste século, é& que se correlacionou a presenca destes HPAS
e o aparecimento de certos tipos de cancer, tendo sido isolados e

identificados alguns hidrocarbonetos, como por exempla o BilalF.

Devido ao potencial carcinogénico dos HPAs, a presenga
desses conpostes em alimentos consumidos pelo homem tem recebido
consideravel atencdo por parte de pesquisadores em VArios paises,
estimulando pesquisas direcionadas a Ssua determinacio nos mais
diversos géneros alimenticios. Entre oS hidrocarbonetos estudados,
destaca-se o benzolalpireno, que tem sido considerado por alguns

paises como indicador da contaminacic de alimentos por HPAs.

Dos alimentos que complem uma dieta basica para o homem,
os 6Oleos vegetals tém sido considerados a segunda fonte em

importéncia para a ingestdo de HPAs. Nestes produtos os HPAs podem



se originar da contaminagdo de plantas pelo ar e solo, do solvente
de extracdo de 6leos, ou ainda devido & secagem da matéria prima
com gases de combustidc. Durante a refinacglo do dlec, as etapas de
desodorizacio e brangueamento tém se mostrado efetivas para a

reducio dos niveis de HPAs.

Até o presente, a legislaglo brasileira ndo especifica
tolerancia para hidrocarbonetos poliarométicos em dleos vegetals e
tampouco estdc disponiveis dados relatives & presencga destes

compostos nesses alimentos.

Em vista do exposte, o presente estudc teve CoOmo

obietivos:

i~ determinar o teor de benzo{a)pirenc em Oleos e azeltes

vegetais disponivels no comércio,

o9~ avaliar o efeito do processo de refino no teor final

de benzol{a)pireno nos oleos de soja e milho,

3~ verificar a influéncia da secagem dos grédos de milho

e de soja na contaminagdo dos respectivos o6leos.

Através de dados de consumo médio anual de 6leos vegetals
no Brasil, também fol estimada a contribuicdo desta fonte para a

ingestao potencial de B(a)P pela populacao.



2~ REVISEO BIBLIOGRAFICA
2.1~ HISTORICO

Ja& em 1775, o cirurgido britanico Percival Pott presumiu
que ¢ contato repetido com o alcatrio da hulha, fuligem, escdria e
breu pudesse ter uma rela¢do causal comn determinadas doencas
canceridgenas de pele e cancer de escroto, especialmente 1nos
limpadores de chaminé (SCHAAD, 1970; WALKER, 1977; WILLIANS %
WEISBURGER, 1580; VBESSEN et alii, 1984). No sécule segulnte, com ©
desenvolvimento industrial, outros conpostos como parafinas e dleos
minerais foram também associados com a ocorréncia de céncer
ocupacional {(SCHAAD, 1270; WALKER, 1877).

Nas décadas de 1910 a 19230 & que foram obtldos resultados
concretos quanto & identificacdo, fracionamento e sintese de varios
compostos gue eram suspeitos de provocar cancer. Testes reallzados
em 1915 e 1918 comprovaram que o alcatrdo da hulha, guando aplicado
em orelhas de coelho e camundongo, induzia a formagdoc de tumores
malignos {PHILLIPS, 1983).

Em 1921 descobriu-se gque a atlvidade carcinogénica do
alcatrao da hulha estava concentrada em uma fracéo isenta de
nitrogénio, arsénic e enxofre, que  apresentava  propriedades
semelhantes as dos hidrocarbonetos poliaromédticos. Alguns anos mails
tarde, foi provado que o alcatrdo poderia ser sintetizado em
laboratéorio, concluindo-se que oS hidrocarbonetos eram oS
responsaveis pelas atividades carcinogénicas da mistura (SCHAAD,
1870} .

0 primeiro hidrocarboneto isclade do alcatrdo da hulha
foi o dibenzo{a,h)antracenc, em 1930, tendo sido demonstrada a sua
atividade 'Carcinogénica, em pele de camundongo (VAESSEN et alii,
1984} . Trés anos mais tarde, isolou-se o benzo{a)pireno, que também
produzia tumores malignos quando aplicado toplcamente emn
camundongos (COOK, 1933).



Nos anos 70, um grupo de especialistas avaliou os dados
de todos experimentos realizades com HPAs e concluiu gque os estudos
com animais deixavam pouca duvida de que multos desses compostos
apresentam um risco potencial para o homem (VAESSEN et alii, 1984).
Esta observacido despertou na area cientifica um grande interesse
para pesquisas sobre cancer, e tambdm motivou  estudos

epidemiolégicos em diversos paises.

Como conseguéncia, foram conduzidas pesquisas schre a
correlacdo entre céncer de estdémage e O CORSUMO de alipentos
defumados na Islandia (BAILEY & DUNGAL, 1858}, e de peixe defumado
no Japac (MASUDA et alii, 1966; citado por WALKER, 1977). Também na
Rissia, wuma alta taxa de incidéncia de cancer na populacdo fol
relacionada com o tipo de dieta (IZMEROY, 1883},

5 9. ESTRUTURA E PROPRIEDADES Fistco-ouivica DOS HPASs

0s hidrocarbonetos poliaromaticos, também conhecidos
come hidrocarbonetos  aromaticos policiclicos, sado  composgtos
organicos contendo 2 ou mais anéis de benzeno conjugados, 0S5 quais

podem ou ndoc ter grupos substituintes ligados a um ou mals anéis.

Devido a sua estrutura, os hidrocarbonetos poliaromdticos
sao compostos fluorescentes. Esta propriedade se deve ao grande
numero de ligacdes cenjugadas, € também de estruturas rigidas, que
evitam perdas de energia no estado excitado provocadas por

processos de rotacdo ou LOrgao (CHRISTIAN, 1%286).

Como nosso estudo trata especificamente do
henzo {a)plireno, sio apresentadas a seguir algumas de suas
propriedades fisico~-quimicas, avidenciando—se sua baixa
solubilidade em é&gua (LO & SANDI, 1878).



peso molecular : 252 g/mol

ponto de ebuligdo : 310 9C {1C mmHg)

ponto de fus&o : 176 ©C

solubilidade em &gua: 0,012 mg/L

solubilidade em solventes organicos: muito soluvel em
benzeno, tolueno, xileno g pouco soluvel =m etanol e
metanol.

A tabela 1 apresenta o comprimento de onda de excitacdo €

emissdo para varios hidrocarbonetos poliaromaticos.

Tabela 1. Comprimentos de onda de excitacdo e emissdo para varios

HPAs, utilizados em detector de fluorescéncia de CLAE

com fase mével acetonitrila @ HpO (PERFETTI et alii,

1892} .
HPA A excitacéo A emissio

7 T

naftaleno 270 350
acenaftenc 270 350
fluoreno : 270 350
fenantreno 270 350
antraceno 250 4290
fluoranteno 250 420
pilrenc 250 420
benzo{alantraceno 270 390
criseno 270 390
benzo (b)) flucranteno 290 410
benzo {k) flucranteno 280 410
benzo (a)pireno 290 410
dibenzo {a,h}antraceno 290 410




2,3~ FORMACAO DE HPAs

0s hidrocarbonetos poliaromaticos podem - ser formados
através de fontes naturais e combusties induzidas'pelo homem, sendo
a tltima de mailor importancia (LEE et alii, 1981; BARTLE et alii,
1981}.

s fontes naturais incluem queimadas de florestas,
vulcdes, sintese a partir da degradagio de material bicldgico,
fozseis e combustivels fésseis (BARTLE et alii, 1981). Entre os
processos de combustao provocados pelo homem, destacam—-ss ©
aguecimento residencial ({(carvao, fogic & lenha e lareira), plantas
industriais, gases de exaustdo de veicules e fumaga de clgarro, O0s
gquals contaminam © ar, agua, alimente, solo e sedimentc ({(LARSEN,
1981} .

O0s mecanismos de formacdc dos HPAs durante a combustao
incompleta de material organice ainda ndno foram completamente
esclarecidos. Acredita-se, entretanto, que duas etapas distintas de
reacac estejam envolvidas, a pirélise e a pirossintese. Em azltas
temperaturas, materiais organicos s&o parclalmente decompostos,
formando moléculas instavels (plrdlise). Esses fragmentos, na malor
parte radicais livres, recombinam—se farmando moléculas estivels de

HpAs (pirossintese) (LEE et alii, 1881).

Em 1958, BADGER et alil propuseram uma série cléssica de
etapas para a Sintese de benzo{a)pirenc, que pode ser vista na
figura 1. De acordo com o mecanismo proposte, a sintese do B{a}P
envolve radicals livres cohtendo 1, 2 ou mais atomos de carbono, ©0s
quais reagem rapidamente dande origem a este hidrocarboneto, gque &

altamente resistente a degradagao térmica.
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Figura 1. Mecanismo de formacdc do benzoi{a)pirenc (BADGER et alii,
1958).

2.4- TOXICIDADE DOS HPAs

0s  hidrocarbonetos  poliaromaticos $30 carcindgenos
gquimicos gque pertencem a categoria dos genotdxicos, isto €, se
ligam ao DNA. Sao também considerados pré-carcinogencs, precisande
sofrer reacao metabdlica para se tornarem atives (WILLIANS &
WEISBURGER, 1980}).

Diferentemente da maloria dos pro-carcindgenos, gue
frequentemente manifestam seus efeitos tHxicos em tecidos distantes
do local de aplicacdo, os HPAs produzem cancer Ro sitio de
aplicacao (WILLIANS & WEISBURGER, 1880y,



2.4.1~ ABSORCEO, DISTRIBUICAO E EXCREGAQ

As principais vias de exposi¢do humana aos HPAs sdo:
trato gastro-intestinal, pela ingestdc de Agua ou alimento
contaminado, pulmdes, por inalacdo de aerosdis e/ou hidrocarbonetos
adsorvidos em particulas, e pele, atraves do contato direto com 08
HPAs (IARC, 1983). '

Uma vez que os HPAs foram absorvidos ou injetados pela
corrente sanguinea eles sio rapidamente e amplamente digtribuidos.
Apés admistracfo intravenosa de B{a)P marcado, este foil eliminado
do sangue de ratos com uma mela-vida menor que um minuto, ndc sendo
observadas quantidades detectaveis no sangue 10 minutos apds a
injecdo (IARC, 1983). |

Bpés a blotransformaclo, a excregao hepateobiliaria ¢ a
eliminacdo através das fezes sao as principais rotas pelas quais ©s
HPAs sio removidos do corpo, independentemente da forma original de
administracao. KOTIN et alii, 1959 {citade por LARSEN, 1991},
observou que 4 a 12% de uma dose de B(alP intetada subcutaneamente
eram eliminados pela urina de camundongos aphs seis dias, enguanto

que 70 a 75% da dose eram recuperados nas fezes.
2.4.2~ BIOTRANSFORMAGAO

Muitos xencbiéticos séo lipofilicos, podendo permanecer
no corpo indefinidamente, & ndo ser gue reagdes metabhdlitas
acontecam e os transformem emn derivados mais soluvels. Esses
sistemas enzimidticos se localizam principalmente no figade {mas
podem estar tambem presentes em outros tecidos do corpol.
participando da fase 1 € fase II da biotransformaclo. Durante ©
metabolismo da fase I, um grupo polar ¢ introduzido na molécula,
tornando-a um substrato adeguado para a fase II. Na fase II, ocorre
a combinacio dos compostos produzidos na fase I com substratos
endbgenos, resultando em um produtc de conjugacac bastante solivel



em agua, due @& facilmente eliminado pelo organismo (PELKOLNEN &
NEBERT, 1982).

rmbora a sequéncia destas etapas em geral resulte na
elimina¢ao {destoxificagdo) do composto, podem existir casos onde
s&0 gerados metabolitos altamente reativos, due s&o mais toéxicos
gue o composto original (bilotoxicacdo). tsses intermediarios podem
entao reagir com centros nucleofilicos de importéncia biclogica,

ligando—-se covalentemente com macromoléculas celulares, como por

exemplo ¢ &cido desoxiribonucléico {(DMA) (PHILLIPS, 1883).

As primeiras evidéncias da ativacao metabbdlica dos
hidrocarbonetos poliaromdticos foram registradas em 1951. Apds a
aplicacao de B{a}P em pele de camundonge, ligacgdes covalentes deste
composto foram encontradas na proteina da pele do animal. Estudos
posteriores tambem COmpPTrovaram cue a aplicacgao de HPAS
carcinogénicos em pezle de camundongo  resultava em ligaghe
covalentes de metabblitos ao acide desoxirribonucleico, acido

ribonucléico € proteinas (COONEY, 1882).

A mutagenicidade e a atividade carcinogénica do BlalP
estio assocliadas com spua ativagaoc metabblica, iniciada peleo
citocromo P450. Este sistema enzimatico bicativa o B{a}P em VArios
epbxidos, 05 gquals sa0 hidrolisados pela epbxido hidrolase,
formando ©8 B{a)P-7,8-didis correspondentes. Fntre os possivels
disis formados, © trans~Bia)P—7,8~di@1 & o carcindgeno inicial
("proximate carcinogen®), o gual & posteriormente metabolizado pelo
citocromo P450, formando © B(a)PHT,8~diol~9,10~epéxido. A
farma anti~B{a}P~7,8#diol~9,10-epéxido & o metabdlito carcinogénico
final ("ultimate carcinogen™), gue S5e liga covalentemente a
macromoléculas como O DNA, inicliando © Processo de carcinogénese
(COONEY, 1982).



A figura 2 apresenta um esquema do metabolismo do B{a}P e
a figura 3 mostra para varios HPAs a chamada "hay region", que é o
angulo formado entre o anel benzénico fundido com a parte néo
linear da cadeia de anéis, responsavel pela ativagdo da molécula

através da formacdo do ion carbanion.
2.5~ FONTES DE CONTAMINAC@O DE GLEQS VEGSETAIS POR HPAs

LARSSON et alii (1987) e WELLING & KAANDORP ({1986)
sugeriram varias rotas para a contaminacdo de oOleos por HPAs, a

saber:

- poptaminacdo de plantas oleaginosas pela poluigdo
atmosférica

- gecagem direta de sementes Com gases de combustio

- absorcido por plantas a partir de soclos contaminados

- absorcido a partir de solventes a base de petrolen

Dentre as possivels vias de contaminacdoc cltadas, a
1iteratura sugere gue a principal fonte de contaminacio dos Gleos
por HPAs & a polulgao atmosférica (HAENNI, 1968; VAN HEDDEGHEM,
1980;: WELLING & KABNDORE, 1686; LARSSON et alii, 1987; LARSSEN,
1891; MENICHINI et alii, 189la; MENICHINI et alii, 19%1b).

As possivels fontes de HPAz sio os gases de combustéo,
tanto de automdvels, Cowme de industrias e quelmadas, 08 gquals vao
para atmosfera e posteriormente S depositam sobre as plantas.
Trabalhos neste sentido foram realizados por TILGNER (1970), citado
por HOWARD & FAZIO, 1980, que detectou uma forte associacéo entre o

ar poluido e a ocorréncia de BlalP em gracs vegetals.

GRIMMER & HILDEBRANDT (13865}, citados por HOWARD & FALZIC
{1680), encontraram aprozimadamente 10 vezes mals HPAs em amostras
obtidas no distrito altamente industrializado de Rhur, na Alemanha,

gue em amostras provenientes do distrito de Holstein, distante de

regides industrializadas.

10



00,

<

Q

Bla) 4 5-4xide

lw

@

QoL

MO

OH

B{F 4.5 - dibidrodiod

MO

10
0@
8
7 &
Bia)P Bz 9, 10-éxido
1 P-450 1 EH

BiayP 7.8 - dxido

1EH

Ok

Bia)” 510 - dihdrodiol

HO'

B{a)? 7 B-ditidrodiocl

./Q

dihidrodidis
B{a)P. P450=
1982} .

Figura 2. Metabolismo do B(a}F para fxidos de arenos,

e diastereoisdmeros 7,8*di®l~9,10~epéxidos
citocromo P450; EH= epbézido hidrelase (COONEY,

13




"bay reglon” *bay region”

“Lay region” OH
\‘,ﬂ OH r_,;! OH
et L
e
fenandrenc diol - epbxido benezo(alanfracenc- diol - epdxido criseno diof - epdxido
*bay ragion” 0,
% o~ OH *hay region”

“hay ragion”
dibergofa artracens i ' ’ 7,12 - dimet] -
diol - epéido benzo{ajpirenc diol - epoxido berzofajaniracens
diot - apdxido

Figura 3. Estrutura da "bay-region® de didls epbxidos para

HPAs (COONEY, 1982).

12

varios



Também ténm sido realizados trabalhos no sentido de se
verificar se ¢ processo de extracio com solventes a base de

petrélec (hexana) poderia ser uma das fontes de contaminacio.

Em .1961, LIJINSKY & RAHA, citados por HAENNT (1968},
detectaram a presenca de HPAs cancerigenos em varias amostras de
solventes comerciais, incluindo hexana.

RYDER & SULIVAN (1962}, utilizande uma mnetodologlia com
sensibilidade de 10 ug/Kg, ndo detectaram a presenga de HPAs
carcinogénicos em solventes utilizados na extracao de é&leos
vegetais. Resultados semelhantes foram encontrados por HOWARD et
alii (1966c); GRIMMER & HILDEBRANDT {(1967) e HOWARD et alii
{1868a) .

A tabela 2 mostra dados da literatura sobre os teores de

HPAs em hexana utilizada na extracdo de Hleos vegetals.
2.6~ OCORRﬁNCIA DE HIDROCARBONETOS POLIAROMATICOS EM ALIMENTOS

A contaminacido de alimentos por HPAs se da via poluilcgdo
atmosférica ou ainda pela agua e soclo contaminados. Em alguns casos
o processamento pode contribuir para aumentar o teor de HPAs, COmo

acontece com a defumagdo e a secagem de graos.
2.6.1—- ALIMENTOS EM GERAL

Os primeiros trabalhos relacionados a presenga de HPAs em
alimentos sdoc da década de 50, conforme apresentade por GUNTHER &
BUZZETTI (1965). Além de presentes ne ar, OS5 HPAs foram também
detectados em sedimentos marinhos, frutos do mar como ostras e
moluscas,_café torrado, alimentos defumados, paes, Hleos minerals,

parafinas, fumaca de cigarro, e até mesmo em gordura de cabelo.
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Fm 1967, GUNTHER et aliil analisaram laranias provenientes
de regides da Califérnia altamente poluidas e laranjas de Areas

desertas irrigadas, supostamente né&o poluidas. O autor relatou &

Tabhela 2. Teores de HPAsS em solventes utilizados na extracgao de
dleos vegetals (LO & SANDI, 1978} .

HPA  {pg/¥gh)

Solvente
p Fl An Fn Fri—s

hexana pura G,8 0,8 8,1 4,6 a 35,0 5,3

(175} {1/5) 1275} (3/%) (2/5}
hexana comercial - (0/1) - {0/1) ~ {0/1) - {0/1) - {G/1)
pura
hexans 0,7 a 2,6 1,5 a 2.3 2,4 5,0 & 14,4 0,90
reciclada {(2/6) {(2/6} {176 (276} (1/8}
hexana comercial - {0/3) - (0/3) - {0/3) - {0/3) -~ {0/3)
reciclada

*. 0s dados em parénteses referem-se ao numero de amostras Com
HPAs em relacgdo ao rotal de amostiras anallsadas.
p= perilenc; Fn= fenantrene; Fl= fluorantenc; An= antraceno:
Fn-s= fenantreno substituido.

- ¢ nio detectado
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presenga de antraceno, a um nivel de 5 ppm, e também de & HPAs nao
identificados, nas cascas de laranjas oriundas de regides poluidas,
ao passo que nas frutas origindrias de regifes desérticas, estes
hidrocarbonetos nio foram detectados.

Em 1969, HOWARD & FAZIQO apresentaram uma revisdce sobre
HPAs em alimentos. Os auﬁares relataram nivels de Bla)P e de ouLros
hidrocarbonetos em alimentos defumades, o6leos vegetais, dieta
total, plantas, frutas e frutos do mar. Os autores também relataram
que o mode de preparo do alimento pode alterar o teor de
hidrocarbonetos. Teores de até 50 upg/Kg foram detectados em
amostras de bistecas grelhadas préximas ao carvas, ao passo que
menores teores deste hidrocarboneto foram obtides assando-se a

carne a distancias maiores da fonte de calor.

Na Nova Zelandia, SWALLOW (1976) determinou o teor dg
HPAs em diversos tipos de alimentos e aditives. A analise em
produtos defumados mostrou a presenca de diversos HPAs, sendo gue 0
B{a)P foi detectado com um teor maximo de 9 npg/Kg em ostras
defumadas. Amostras de rum, parafina, extrato de levedura e arona
de fumaca liquida também apresentaran B{a}P, cuja concentracao
variou entre 1 a 4 pg/Kg. Concentragdes de até 15 Hg/Kg do mesmo
hidrocarboneto foram detectadas no principal tipo de gordura
utilizada para fritura naguele pais. Em manteigas e margarinas

foram encontradas pequenas guantidades de B(a}P.

Uma revisaco, ndc somente da presenga de HPAs em
alimentos, mas também da sua formaciao, origem nos alimentos,
métodos de anadlise, metabolismo e carcincgenicidade fol apresentada
por LO & SANDI {1978}.

Fm 1980, DUNN & ARMOUR analisaran amostras de sedimenios

marinhos e moluscos por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE) e detectaram gqualitativamente a presenca de 20 HPASs.
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Neste mesmo ano, uma segunda revisdoc fol apresentada por
HOWARD & FAZIO sobre a presenga de HPAs em alimentos. 08 aulores
destacaram a presenca de HPAs em alimentos defumados, ©bleos e
gorduras, plantas, frutos do mar, bebidas e aroma de fumaga
ligquida.

CROSBY et alii {1981} determinaram a presenca de 6 HPAs
em alimentos defumados, em dgua e em "stubble smoke", usando CLAE,
com detector de ultraviocleta (UV) e de fluorescéncia. 0s teores de
B{a)P variaram entre 0,05 e 0,20 ug/Kyg para os defumados, 0,2 a 20
ng/lL para agua proveniente do ric Témisa e no case da "“"stubble
smoke", somente foil confirmada a presenga do B{a)P, mas a sua

guantificagéo ndo foi realizada.

Maltes de cevada seca com gases de combustdo foram
analisados quanto & presenca de HPAs, sendoc o benzo(ajpireno
detectado em mals de 50% das amostras, em nivels que variaram entre
<0,1 a 0,2 ng/Kg (JOE et alii, 1882).

Trabalhando com cereals, leite em pd, espinafre, peilxes,
ostras e produtos carneos, os pesguisadores canadenses LAWRENCE &

WEBER (1984a,b) pesquisaram a presenga de HPAs. O teor de RB{a)P

nestes alimentos wvariou entre n.d. {(<0,1) & 25 wpg/Kg. Tecres
elevados foram detectados em crustaceos marinhos {25 uwg/Kgl,
moluscos defumades (3,9 ug/Kg) e em hamburgeres fritos (4,0

pg/Kgy . Os resultades mostraram que os nlvels encontrados eram
similares aos de outros paises, € que o processamento de certos
alimentos por aguecimento direto pode provocar um aumento

significativo no teor de HFPAs do produto final.

TAKATSUKI et alii (1985} determinaram a presenca de 5
HPAs em peixes e ostras no Japdo. O teor de Bla)P wvariou entre 0,21
e 2,64 ug/Kg.

Amostras de produtos defumadoes, peixes, &leos vegetals,

café torrado e soltvel, aromatizantes, ervas, chas e condimentos
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foran analisados quanto ao teor de HPAs por STIJVE & HISCHENHUBER
{1987). Os teores variaram desde alguns décimos até 220 pg/Kg de
B{a)P, para amostras de pimenta vermelha.

Na ?ranca, SALACOITY et alii {1890} analisaram a presenga
de B{a}P em frutas secas, café torrado, alimentos grelhados e
defumados. Os teores médios de Bla)P variaram entre 0 e 3,35 ug/Kg,
sendo o teor maximo de 29,5 ng/Kg detectado em amostras de ameixa
seca proveniente da Iugoslavia.

MENECHINT & ROSSI {1992) publicaram uma compllacdo sobre
a exposicio a HPAs pela populacio italiana e de outros palises, bem
como uma revisio sobre as propriedades guimicas, toxicoldgicas e
metabolismo desses hidrocarbonetos. A ccorréncia em &gua, solo,

alimentos e ar também fol destacada.

SAGREDOS (1992) determinou a presenga de HPAS em capsulas
de éleo de peixe. O teor de B{a)P variou entre 0,6 a 380 ug/Kg.

A tabela 3 mostra teores de B{a)P citados na literatura

para diversos alimentos.
2.6.2- HPAs EM DIETAS TOTAIS

A mnaioria dos trabalhos publicados envolvendoe a
contaminacic de alimentos por HPAs sSe restringe a um nUmMero
limitado de itens. Como O©S hidrocarbonetos estdo presentes na
grande maioria dos alimentos consumidos diariamente pelo homen,
alguns pesquisadores destacaram a necessidade de se guantificar o8
niveis de HPAs na dieta total, possibilitando, desta forma, &
determinacio de quais grupos alimenticios contribuem com © maior
teor destes compostos, e ainda a estimativa da ingestioc diaria

destes hidrocarbonetos através da dieta.

HOWARD et alii, 1968¢, analisaran HpPAs em uma dieta

alimentar, tendo sido detectados pirenc € fluoranteno em amostras

i?



Tabela 3. Tecores de Bia)P em alimentos.

ALIMENTO B{a}?P REFERENCIA TECNICA
(ng/Kg)
defumados
peixes 8,3 a 2,1 BATLEY & DUNGAL, 1958 CCh /Ouv
peixes < 9,5 SWALLOW, 1876 cG / DIC
peixes 8,2 a 1,2 STIJVE & HISCHENHUBER, 1387 CLAE / CCD
ostras 12,2 a 10,1 SPRER et alii, 10980 oG/ DM
ostras S SWALLOW, 197& ¢ / DIC
ostras 0,4 a 77 LAWRENCE & WEBER, 1%84b CTAE
presunto g,6 a 1,8 STIJVE & BISCHENHUBER, 1587 CLAE
bacon 3,3 a 2.7 STIJVE & BISCHENHUBER, 1947 CLAE
linguicga 0,6 STIJIVE & HISCHENHUBER, 1987 CLAR
carne < 0,5 SWALLOW, 1276 cG / DIC

nido defumados

gqueijo 0,20 CROSBY et alii, 1981 CLAE
café G, 87 SALAGOITY et alii, 1990 CLAE
amelixa 0 a 3,35 SALAGOITY et alii, 1380 CLAE
pimenta preta 0,45 STIJVE & HISCHBENHUBER, 1937 CLAE
folhas de cha 4,5 a 16,1 STIJVE & HISCHENHUBER, 1987 CLAE
cha defumado 103 a 180 STIJVE & HISCHENHUBER, 1387 CLAE
cereais matinails < 0,1 a 0,8 LAWRENCE & WERER, 1384b CLAR
jeite desidratade < 0,1 a 1,2 LAWRENCE & WEBER, 1984b CLAE

cch, cromatografia em camada delgada; CLAE, cromatografia liquida
de alta eficiéncia; CG, cromatografia em fase gasosay v, ultra
violeta; DIC, detector de ionizacao de chama; DM, detector de

massda.
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de garne, peixe, aves, leite e laticinios, raizes de vegetals ¢
bebidas. A maior concentracdc dos dols hidrocarbonetos citados
(2 ug/Kg) fol observada em um lote de alimentos composto por carne,
peixe e aves. Além destes hidrocarbonetos mencionados,
benzo{e)pirenc, benzo(ghi)perileno e benzo(a)antraceno foram também
detectados em varios lotes de éleos, gorduras, manteligas e
margarinas, em quantidades inferiores a 0,5 g /Kg.

"""""" Em 1979, JOE et alil analisaram diversos alimentos de uma
cesta basica que incluia produtos defumados, Oleos de frituras,
wmariscos, salsichas, bebidas, margarinas, maioneses, leite em pd
instantaneo, massas, aves e outros. De um total de 24 amostras
analisadas, B(a)P foi detectado somente em uma amostra de molusco,
&n um nivel maximo de 3 pg/Kg. Pireno e fluoranteno foram

detectados em 19 amostras.

nnalisando amostras de dietas na Inglaterra, DENNIS et
alii, {1983), detectaram a presenca de 1% HPAs. 0s dados mostraram
que a malor contribulcdo de HPAs na dieta total era dada pelo
grupoc de Olecs e gorduras, seguido de cereals. O teor maximo de
R(a)P detectado foi de 3,74 ng/Ky para os Oleos e gorduras.
Considerando uma dieta diaria de 1,46 Kg de alimentos e bebidas por
pessoa, os autores calcularam gque uma gquantidade de 0,25 pg de

B{a)P eram ingeridos diariamente por individuo,

A presenca de HPAs enm dietas foi estudada por VAESSEN et
alii (1984) na Holanda. Alem de revisarem metodologias e ocorréncia
desses hidrocarbonetos, 08 autores relataram teores de B{alP
variando entre 0,01 a 110 ug/Kg en varios alimentos. O nivel mails

alevado de HPAs foi detectado em folhas de chéa.

Bm 1990, DE vOS et alii determinaram o teor de 17 HPFAs en
amostras de dietas totals na Holanda. As maiores contribuicdes
para a lingestao diaria de HPAs eram dadas pelos aglcares € produtos

acucarados, cereais, Oleos, gorduras e castanhas, 08 autores

iv



concluiram que a média didria de ingestdc de HPAs estava entre
5 pg (estimativa inferior) e 17 pg {estimativa superior).

Mais recentemente, DENNIS et aliil (1991) investigaram 08
fatores que afetam o teor de HPAs em cereals, gorduras e outros
produtos alimenticlos. Entre os Oleos vegetals analisados, © teor
médic de B(a)P foi de 1,29 ug/Kg. Foram detectadas concentrac¢des de
até 2,2 ug/Kg de B(a)P em produtos derivados de cereal com alto
teor de aleos vegetais, sugerindo que os &leos comestivels podem
contribuir para o incremento do tecr de HPAsS nestes produtos. 0s
autores constataram gue dentro do grupo dos oOleos e gorduras, @
maior contribuicdoc de B{a}P numa dieta total era oriunda de
margarinas {(70%), seguidas pelos 0Oleos vegetais (11%), banha de
porco {(9%), manteiga (3%) e queiljos. DENNIS et alii destaceram qgue
os gases de combustdo utilizados para a secagem de sementes nao
¢inham efeito sobre os HPAs pesados como o Bl{a)P, mas aumentavan

em 41 a 126% os teores de fluoranteno, pirenc e Criseno.

A tabela 4 fornece dados da literatura sobre a ingestaoc

diaria de B(a)P em dietas da Holanda e Inglaterra.

Tabela 4. Dados de ingestdo didria de B{a)P através da dieta.

B{a}P
Pals (1) Referéncia
Inglaterra 0,25 DENNIS et alii, 1983
Holanda 0,5 ' VAESSEN et alii, 1984
Holanda 0,08 VAESSEN et alii, 1988, citado por
DE V08 et alii, 1890
Holanda 0,12 a 0,2 DE VOS et alii, 1980
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2.6.3~ PRESENCA DE HPAs EM OLEOS VEGETAIS

A contaminacio de 6éleos por B{a)P e outros HPAs foi
primeiramente relatada por JUNG & MORAND (1862, 1963 = 19264} en
azeite de oliva, utilizando a técnica de espectroscopia de
fluorescéncia. 0s hidrocarbonetos identificados, embora ndo

quantificados, foram pireno, benzo(e)pirenc e benzo{a)pireno.

CIUSAE et alii (1965}, citados por HOWARD & FAZIO {1969,
através de espectroscopia de ultravicleta detectaram em azeltes de
oliva a presenga de varios HPAs, exceto B{a'P. A metodologila
descrita era semi-quantitativa, ndo apresentando dados de

recuperagac,

Em 1966, BORNEFF & FABIAN, citados por HOWARD & FAZIC
(1980}, estimaram niveis de B{a}P de até 1 pg/Kg em Gleos e

gorduras.

HOWARD et alii, (1966c), encontraram tracos de BlalP em
bleos de soja, algoddo, milho € anmendoim e em azeite de oliva,
utilizando técnicas de UV e espectroflucrimetria. O malor teor de

B{a)P encontrado foi de 1,4 ig/Kg, em uma amostra de 6leo de soja.

Mo ano seguinte, GRIMMER £ HILDEBRANDT (1867} relataram
gque © processc de secagenm de "copra® ( parte branca do coco, da
gual se extral o© 5leo) através de gases de combustido provocava o
aumento excessivo de HPAs no &leo. Foram observados para oOleo de
CcoCo Nao sSeco ¢ Seco com gases de combustao niveis de HPAs de
3,2 e 2679 ug/Kg, respectivamente. Os autores também analisaram B8
tipos de dleo e uma amostra de margarina de cocco. Os malores teores
de Bl{a)P foram detectados em 6lens de girassol e de palmiste

com 10,6 e 4,1 ng/Kyg, respectivamente.
Como sequéncia do trabalho desenvolvido em 1966, HOWARD

et alii (1968c) estimaram OS tepres de HPAs em varios alimentos,

incluindo 6leos vegetals, utilizando cromatografia de camada
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delgada (CCD) e espectrofotmmetria, a um nivel de deteccao
ahaixo de 2 wg/Kg. Os hidrocarbonetos benzo{a)plireno,
benzo (e) plreno, benzo (g, h, Lyperileno, fenantreno, benzol{a)antraceno
e benzo{b,K) fluorantenos foram detectados en gquantidades inferiores
a 0,5 pg/Kg nos 6leos analisados.

Fm revisio de 1969, HOWARD & FAZIO relataram a presenca
de B(a)P em Olecs de soja, algodac, milho, amendoim € azeite de

oliva, com Leores médios variando entre 0,6 e 1,4 ng/Kg-

CTUSA et alii (1970} determinaram 14 HPAsS em diferentes
amostras de azeltes, sendo detectadas quantidades de HPAs totals da
ordem de 500 a 700 pg/Kg.

Analisando diferentes alimentes por cromatografia em fase
gasesa (CG), SWALLOW (18786} determinou em azelte de oliva € em
5leos de girassol, amendoim, soja, milho € COCO reores de B(alP
variando entre n.d. (< 0,5 ug/Kgy e 2 pg/Kg. Segundo © autor, o©s
teores de B(a}P e de outros hidrocarbonetos observados neste
trabalho, guando comparados com OS5 de outros palses, erat
semelhantes, & excecic do 06leo de sola, gue mostrou~se mals

contaminado.

JOE et alil, 11979), determinaram ©S raores de HPAS et
varios grupos de alimentos consumidos pelos norte-americanos. Fara
os Gleons de anendoim, milho e azeite de oliva foram determinados
niveis de HPAs de 2%,4 ; 2,6 3 21,4 e de 9,5 ; 5,6 ; 8,2 ng/Kg em
14878 e 1966, respectivamente. rntre os &61le08 analisados {bleo
vegetal, ©Oleos de amendoim e milho € azeite de oliva), nao fol

detectada a presenga de B(a)P.

vaN HEDDEGHEM et alii {1884}, utilizando cromatografia
liguida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia,
analisaram HPAs em produtos gordurosos como Oleos e mantelgas. O

teor médio encontrado para O Bl{a)P fol de 0,74 ng/Kg.
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KOLAROVIC & TRAITLER (1882), wusandc CG com coluna
capilar, determinaram teores de HPAs em seis tipos de dOleos
vegetals comerciais. Os malores teores de B{a}P foram encontrados
em 6leos de soja e amendoim, gue se spresentaram contaminados com
28,45 e 105,74 ug/Kg, respectivamente. O blec de semente de
girassel apresentou © teor mais baizxo de HPAs entre os 0leos

analisados.

Em 1984, 1AWRENCE & WEBER (1984b) analisaram, Ppor
cromatografia gasosa, Oleos de soja, de milho e de cancla/soja,
entre outros alimentos. Os teores de B(alP encontrados foram de
tracos para o Oleoc de canola/soja, e de 0,2 e 0,3 pg/Kg para oS
éGleos de soja e milho, respectivamente.

MARIANI & FEDELI (1984} apresentaram uma revisdo de
varias netodologlias para a determinacic de HPARs em azeltes de
oliva, bem como relataram resultados publicados na literatura scbre

os teores de HPAs em diversos Lipos de &leos.

WELLING & KAANDORP (1986) analisaram &dleos vegetails,
utilizande um sistema de CLRE com detector de fluorescéncia
programavel. Entre 5 4leos analisados, os malores teores de Bla}P
foram encontradeos em Gleo para salada (6,8 ug/Kg) e 6leo de milho
(26,1 ug/Kg}.

Pesquisadores finlandeses (HOPIA et alii, 19846}
determinaram o teor de HRPAs en margarinas, manteigas e Gdleos
vegetals, com um sistena de CG acoplado s um detector de massa. Fol
concluido gue © Consumo anual de HPAs por pessoa através de dleos
vegetais era de 40 ug, € que © consumo  através de manteiga,

margarina e Oleos era de 0,6 pg/dia/pessoa.

STTJIVE & HISCHENHUBER {1987) determinaram O nivel de HPAS
em varios produtos, incluindo diversos oOleos. Entre 12 tipos
analisados, os teores de HPAS variaram entre quantidades muito

pequenas até valores alarmantes, de até 170 pg/Kg para uma amostra
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de o6lec de amendoim. Niveis elevados de Bla}P também foram
detectados em 6leo de coco {0,9-27,4 pg/¥g).

Na Alemanha, SAGREDOS et alii (1988} investigaram a
presenca de HPAs en varios odleos Dbrutos {coco, soja, colza,
palmiste, palma, algoddo e peixe). A excecdo do Oleo de coco, que
apresentou 2264 ug/Kg de HPAs leves e 79 ug/Kg de HPAS pesados, 0S
demais Oleos analisados mostraram baixes niveis de contaminagio.
Segundo os autores, o elevado teor de hidrocarbonetos presentes no
sleo de coco se deve ao processo de secagem da “copra", que utiliza
gases de combustdo, enguanto gue a contaminacic dos demais bleos
pode se dar via poluicdo atmosférica, solvente de extracgéo
{hexana), contaminacdoc via solo e a secagem de semenltes com gases
de combustac. Neste caso, a utilizagdo de carvido ativo no
processamento também reduz o Leor final de HPAs, como observado em
5leo de coce bruto, que teve seu teor de HPAS reduzido de 1940,7
ng/Kg para 9,6 ug/Kg apds O Processo de descdorizagdo/clarificacao
utilizando 0,4% de carvaoc ativo.

SPEER & MONTAG (1988) determinaram 18 HPAsS en diferentes
bleos vegetals, através de CG acoplade a um espectrdmetro com
detector de massa. Dentre os Oleos analisados {colza, girassol,
milho, gergelim, linhacga, trigo e azeite de olival, o azeite de
oliva e o &leo de trigo foram os qué apresentaram malores nivels de
HPAs totais (110,8 e 124,2 pg/Kg), ac passo Jque una amostra de 6leo
de colza apresentou o menor teor total (0,9 ug/Kg). Somente em

amostras de 6leo de linhacga e de colza o Bla)P ndo fol detectado.

SPEER et alii.(l990) investigaram a presenca de HPAs em
6lecs vegetais natives na Alemanha. Os teores médios de HPAs
obtidos em Oleo de cartamo, girasscl, milho, gergelim, linhaga,
trigo e azeite de oliva foram, respectivamente: 5,4; 16,6; 15,5;
21,5; 76,3:; 124,2 e 78,2 g/ Kg.

DENNIS et alii (1991) analisaram 03 reores dde HPAsS en

diversos produtos, entre eles OGleos vegetais. 0O valor médic de
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B{a})P encontrado em 18 amostras de varios tipos de dleos fol de
1,29 pg/Kg.

MENICHINI et alii (1991a) analisaram por cromatografia em
fase gasosa amostras de azeites de oliva provenlentes do mercado
italiano. Nenhuma das amostras analisadas apresentou B{alP, a um
nivel de sensibilidade de 3 ug/Kg., Foram também detectados
fluorens, fenantreno, flunranteno, anhraceno, benzol{a) fluoranteno,
crisenoc e trifenileno. Os autores calcularam uma média de 0,54 a

0,58 mg como ingestdo anual dos 8 HPAs determinados.

A tabela 5 mostra uma breve compilagdo da literatura

sobre teores de B(a}lP em 5leos vegetals.

2 77— INFLUENCIA DO PROCESSAMENTO NA CONTAMINACAC DE OLEOS POR
HPAs.

Devido &4 presenga de niveis elevados de HPAs,
principalmente em bleo de coco, varios pesquisadores tém procurado
descobrir as principais fontes de contaminacao, para entda Propor

processos para a sua remocao.

RIERNOTH & ROST (1967) propuseram ul processo de refino,
empregando carvao ativado na etapa de clarificacdc para a Tremogao
de HPAs. Os resultados mostraram gue © CAarvao, juntamente com O
processoe de desodorizacdo, removia a maioria dos HPAs presentes no
slen de coco, chegando a reduzir de 1923 para 13 pg/Kg os teores de

HPAs na amostra.

Em 1976, ROST analisou amostras de oleo de palma de
diversas origens, para verificar a influéncia do hrangueamento a
altas temperaturas sobre a possivel conversao de carotendides en
HPAs. Os resultados mostraram que ©3 Processos de clarificacao /
desodorizaciao térmica (270°9C} naoc aumentavam O teor inicial de
HPAs. 08 teores encontrados foram de 27, 11 e & ug/¥g,
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respectivamente, para 0 61eo bruto,  neutralizado e
branqueado/desodorizado.  Resultados gimilares foram obtidos
para cutras 2Z amostras, nas quais o teor final de HPAs também foi

reduzido quando comparado com o do Oleo bruto.

Para verificar a influéncia do processc de refino no teor
de HPAs, LARSSON et alii (1987) analisaram diversas amostras de
5lec antes e apds o processo de desodorizacdo. Os o6leos crus de
soja, coco e colza apresentaram elevados teores de HPAs (33 a 3700
ug/Ky), sendo que apbs o processo de clarificagdo e desodorizagdo,
estes valores foram reduzidos para cerca de 2 a 59 pg/Kg. Concluiu-
se ainda que o processo de desodorizacic tem pouco efeito sobre 08
HPAs de 4 ou mails anéls, tambem chamados de HPAs pesados.

Trabalho semelhante fol realizado por DENNIS et alii,
1991, analisando amostras de 6leos brutos e refinados de colza,
scja, pelxe e milho. Atraveés da determinagaoc de HPAs nas amostras,
foi concluidoc gque © PRIrocesse de refino reduzia o teor dos
hidrocarbonetos flucranteno, pireno, benzo(a)antracenc € criseno.
por oubre lado, nao foram observadas mudangas significativas nos
niveis de hidrocarbonetos de maior peso molecular. O3 autores

destacaram o uso de Carvao ativado na remocdc dos HPAS pesados.
2 §- METODQOS DE ANALISE DE HPAs

Varios trabalhos tém sido conduzidos com o objetivo de se
tentar padronizar uma metodologia analitica para a andalise de
nidrocarbonetos poliaromaticos. Fm 1965, dois procedimentos foram
descritos para a deferminagac de HPAs em alimentos defumados (peixe
e presunto). Um deles descrevia um método geral para a determinagio
de compostos policiclicos (HOWARD et alili, 1866a), e © outro era
especifico para a determinacio de B{a)P (HOWARD et alii, 1966b). Os
dois métodos descritos apresentavam uma sensibilidade de 2 ug/Kg e
foram recomendados COMO oficials. Neste mesmo anlo, HOWARD et aliil,
1966¢, descreveram um método para a determinacao de HPAs em (leos

vegetals. Apds extragac Com solvente (dimetilsulféxido), as
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hidrocarbonetos eram submetidos a um processo de limpeza em coluna
de alumina e posterior separagdo em CCD e anadlise por
espectroflucrimetria. Dois anos mals tarde, HOWARD et alii, 1%68b,
publicaram um estudo colaborative para a validagidc de unma
metodologia para a determinagdo de B{a)P em amostras de presuntc e
peixe defumado. Os resultados obtidos com fortificagdes de 4 e 10
ng/Kg de B(a)P mostraram boa concorddncia e o método fol adotado
como oficial em 1968.

HOWARD et alii, 1968c, desenvolveram um método geral para
s deteccic simultdnea de varios hidrocarbonetos, e uma metodologia
especifica para o© benzo {a)pireno, aplicando-a para alimentos como:
carne, peixe, aves, Oleos, gorduras, oebidas, margarinas, malonese
e varios tipos de ralzes de vegetals. Pirenc & fluoranteno foram
detectados em todas as amostras, bem como tracos de benzo(a)pireno,
benzo (b) fluoranteno e benzo (k) fluoranteno. 2 deteccado foi feita

uytilizando-se espectrofotometria.

Em 1972, GRIMHMER & HILDEBRRANDT descreverain uma
metodologia para a determinacdo de 14 HPAs em diversos alimentos
com alto teor de proteinas, em 5lecs e em gorduras. O grupo de
alimentos protéicos foi inicialmente submetido a uma digestao
metantlica com hidrédxido de potassio, seguida de extracglBo. Ja nos
alimentos gordurosos, 4 extracadc fol realizada diretamentse com ©
splvente de extracio (dimetilformamida:ciclohexano:égua, 9:1:10). A
limpeza da amostra fni realizada em Sephadex LHZ0; silica gel (15%
dgua) e Oxido de sluminio (5,4% agua). A validagdo da metodologia
foi testada utilizando-se fortificacdes de HPAs em nivels

inferiores a 2 pg/Kg, e detecgdo pox asspectrofotonetria.

Em 1975, foi proposta por GRIMMER & BOHNKE  uma
netodologia para a determinacao de HPAs em alimentos com alto teor
de proteinas, em 6leos € em gorduras. Esta netodologia & a base de
muitos trabalhos publicados atualmente e consta das seguintes
etapas: saponificagao em KOH metandlico para os produtces com alto

reor de proteina, extracdo dos HPAs com dimetilformamida:agua
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{¢:1), e reextracdo com ciclohexano. A etapa de saponificacio
omitida para as amostras de O6leos e gorduras. A limpeza da amostra
élfeita utilizando~se coluna de silica gel {[15% Agua) e Sephadex
LHZ20, sendo a detecgéo realizada por cromatografia gasosa e a
confirmacio com detector de massa. '

GRIMMER &  JACOB, 1587, avaliaram uma metodologia
recomendada pela Unido Internacional para a Quimica Pura e Aplicada
{IUPAC) para a analise de HPAs em alimentos defumados, utilizando
cromatografia gasosa a um nivel de detecgdo de 0,3 ng. Os
hidrocarbonetos determinados foram: benzo({a)antraceno, criseno,
benzofluorantenos (b+i+k), benzo (e)plreno, benzolalpireno g
indeno {1, 2, 3-cd)pirenc. Segundo os autcres, devido ao elevado valor
do coeficiente de variacgdc  obtido, especialmente para ©
indeno(l,2,3-cdipireno, a determinacéc dos HPAs pela metodologia

descrita ndo fol satisfatdria.

VAFSSEN et alii (1988) publicaram um estudo cooperativo
entre 14 laboratérios europeus para a determinacdo de O HPAs
{(pireno, benzo{a}plreno, benzo {e)pirenc, indeno{l,2,3-cd}pireno,
benzo {g, h,i)perilenc) em oélec de coco e em couve. As técnicas
utilizadas foram cromatografia gasosa com coluna capilar, detector
de ionizacio de c¢hama ou massa € cromatografia liguida de alta
eficiéneia com detector de ultra-violeta. 0Os dados mostraram gue
nAioc havia boa concordéancia entre os resultados obtidos, devido a
baixa reprodutibilidade, especialmente para o olec de coco. A nmédia

dos teores obtidos de HPAS variou em pelo menos o dobro,

Esses mesmos autores, em 13520, propuseram um segundo
estudo colaborative entre 14 laboratdérlos eurcpeus para a
determinacidc dos mesmos 5 hidrocarbonetos em matriz de oleo de
coco. A técnica de cromatografia liquida fol utilizada por 10
laboratéries. fs niveis dos hidrocarbonetos variaram entre 7 a 19
ng/Kg, com excegdo do pilreno, detectado em nivel de 112 ug/Kg.
Através deste trabalho, foram obtidos considerévels progressos na
exatidio e precisico da metodologia proposta. Segunde o©os autores,
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esta melhora se deve ao fato de que neste trabalho o Gleo de coco
f51 contaminado artificialmente, ao passe gue no primeiro a

contaminacido era natural.

VREULS et alii (1991) descreveram uma nova metodologia
para a determinagdo de HPAs sem & ntilizacado de métodos
convencionais de extracio liguido-liguidoe. A metodologia consistiu
no acoplamento *on~line" de um  cromatdgrafo liguido, um
cromatografo gasoso acoplado a um detecltor de massa. O sistema de
cromatografia liguida é utilizado para um pré-tratamento da amostra
de aleo, e a fragdo que contém o0s HPas & transferida para O
cromatografo gasoso, onde ocorre  a separacdo dos HPAs, cCom
posterior detecgdo e identificacaoc no detector de massa. Através do
usoc da técnica do monitoramento seletivo de ions, foi determinado
um limite de deteccdo de 1 pg. Em 2 amostras de Hleo de girassol e
uma amostra de azeite de oliva, os teores de B{a)P variaram entre
19 e 40 pug/Kg. Os autores ressalfaram dque 0S5 altos teores de B(alP
e de outros 9 HPAs detectados nas amostras de 6éleo estavam multo

acima dagueles citados pela literatura.

Um estudo colaborativo entre 10 paises europeus avalion
uma metodologia publicada pela TUPAC para 2 determinacdc de Bla)¥
em &lecs e gorduras (HENDRIKSE & DIEFFENBACHER, 1991). Também neste
trapalho a extracdo liguide-liquido fai substtuida por uma coluna
de alumina, onde o 6leo € adsorvido e os HPAs sdo posteriormente
eluidos com éter de petrdleo. Para a gquantificacde do Bla)?P foi
utilizado um sistema de cromatografia liquida e detector de
fluorescéncia, com uvm limite de deteccdo de 0,1 ng/Kg. Com base na
repetibilidade e reprodutibilidade dos resultados obtidos neste
estudo colaborativeo, este método foi adotado para a determinagdo de

tracos de Bl{a)P em oleos comestivels e gorduras.

MENICHINI et alii, 1991b, publicaram uma metodologia para
a determinacgdo de HPAs em azeites de oliva. O método consiste na
extragido com dimetilsulfoxido, filtracéo em coluna de silica gel,

limpeza em placa de CCD e a deteccio por CG-capilar. Segundo 03
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autores, a metodologia propesta, gque utiliza menores guantidades de
spolventes, pode ser utilizada para a determinagdo de HPAs em

azeites de oliva com uma boa precisao (C.V.= T7%}.

Mais recentemente, uma metodologia para a determinagac de
HPAS em alimentos marinhos, usando  CLAE e detector de
fluorescéncia, foi descrita por PERFETTI et aliil ({199%92), que
substituiu as extragdes liquido-liquido por extragdes liquido-

5&61ido, usando colunas pré-empacotadas com alumina e silica.
2.8.1- LIMPEZA DAS AMOSTRAS

Para a limpeza das amostra de oleos e gorduras alguns
autores simplesmente utilizam a silica diretamente do frasco
(SWALLOW, 1976; GRIMMER & BOHNKE, 1975; STIJVE & HISCHENHUBER,
1987; SPEER et alii, 1990) e outros a agquecenm a 150°0C ou 550 ©¢
(SPEER & MONTAG, 1988; VAN HEDDEGHEM et alii, 1990). Também Lénm
sido citado o uso de alumina (HENDRIKSE & DIEFFENBACHER, 1991,
JUNG & MORAND, 1962, 1963 e 1964), florisil (LAWRENCE & WEBER,
1984a e LAWRENCE & WEBER, 1884hy, complexacio com  cafeina
{SAGREDOS et alii, 1988), adsorgdc em silicato de cdlcio sintético
conhecido como Calflo E (STIJVE & DISERENS, 1%87), ou resina HAD-2
(WELLING s KAANDORP, 1986) para a limpeza das amostras de Oleos e

gorduras.
2.8.2~ DETECCAO DE HPAs

Na década de 60, as anadlises de um ndmero limitado de
HPAs eram conduzidas utilizando-se as técnicas de espectroscopla de
UV-VIS e fluorescéncia (JUNG & MORAND, 1962, 1863, 1964; HOWARD at
alii, 1966a, 1966b e 1966c; BIERNOTH & ROST, 1867; GRIMMER &
HILDELBRANDT, 1967; HCWARD et alii, 1968a, 1868b e 196Bc).

Nos anos seguintes, outros métodos de analise, incluindo

G com detector de ionizacéo de chama (DIC) e cromatografia liquida
de alta eficiéneia (CLREY com detector de fluorescéncia, passaram a
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ser utilizados na determinacioc simultinea de véarios HPAs (GRIMMER &
BOHNKE , 1975; WHEALS, 1975; SWALLOW, 1976}, embora alguns autores
ainda utilizassem técnicas de CCD (CIUSA et alii, 1970; GRIMMER &
HILDEBRANDT, 1872; RQST, 1876; JOE et alii, 18793,

A maioria dos ftrabalhos envolvendo a técnica de CLAE foi
desenvolvida nos anos 80, utilizando o detector de fluorescéncia
na determinacdo de HPAs (VAN HEDDEGHEM, 1980; DENNIS et alii, 1983;
LAWRENCE & WEBER, 1984b; WELLING & KAANDORP, 1986, BSTIJVE &
HISCHENHUBER, 1887; BERTHOD et alii, 18987;).

Neste mesmo periode, a CG com coluna capilar e detector
de ionizacdo de chama ou detector de massa também passou a sex
utilizada (KOLARAVIC & TRAITLER, 1982; LAWRENCE & WEBER, 1984a;
HOPIA et alii, 1986; LARSSON et alii, 1987).

Mais recentemente, a literatura tem publicado trabalhos
que envolvem as técnicas de CLAE-fluorescéncia, CG-detector de
ionizacdo de chama, CG-detector de masgsa, e ainda (CCD (SPEER &
MONTAG, 1988; SAGREDOS et alii, 1988; VAESSEN et alii, 1990;
MENICHINI et alii, 1991a; MENICHINI et alii 18%1L; HENDRIKSE &
DIFFFENBACHER, 19%1; VREULS et alii, 1991; PERFETTI et alil, 1982j).

Segundo o8 autores PERFETTI et alii, {19921, a
cromatografia gasosa com coluna capilar guande acoplada ao detector
de massa tem a vantagem da alta seletividade e poder de resolugao,
podendo ser usada para determinar um nGmero grande de HPAs em uma

Gnica analise.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase
reversa, com detector de fluorescéncls, € também uma técnica de
alta sensibilidade e seletividade, mas nio tem a alta resolucdoe das
colunas capilares. Entretanto, a CLAE possul em geral uma malior
sensibilidade, particularmente para HPAs de alto pesc molecular
(KAGI et alii, 1985, citado por PERFETTI et alii, 1982).
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DENNIS et alii (1984) compararam a metodologia de CLAE e
GC na determinacido de HPAs em alimentos, € concluiram gque néo

existe diferenca entre as duas técnicas.
2.8.3- CEDNFIRMAC.&O DA IDENTIDADE BDE HPAS

J4 na década de 60, JUNG & MORAND (1962, 1863 e 1964) e
HOWARD et alii (1966a, 1966k, 19%66c) utilizavam a técnhica de
sobreposicdo de espectros de fluorescéncia para a confirmacdo da
identidade do hidrocarbonete obtideo. Em 1975, GRIMMER & BOHNKE
utilizaram as técnicas de comparacio do tempo de retengdo e
cromatografia gasosa acoplada ao detector de massa para a
determinacdoc 2 confirmacio da identidade dos HPAs. Mals
recentemente, HOPIA et alil (1986); LARSSON et alii (1987); SPEER &
MONTAG (1988); SPEER et aliil (19280} e MENECHINI et alii (1991a)
utilizaram a técnica de cromatografia gasosa acoplada ao detector

de massa para a determinacdo e confirmacdo da identidade dos HPAs.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) quando
acoplada ao detector de varredura de foto-diodos ("photodiode-array
detector®) registra uma faiza espectral inteira durante unma unica
analise, coletande os dados de absorbancia de 190 nm a 800 nm. Este
tipo de debtector armazena uma gquantidade enorme de dados, tornandoe
possivel a identificacdo de todos  o0s componentes gue absorven
dentro da faixa de comprimento selecionada (PICKERING, 1990j.
Segundo © wmesmo autor, este detector simplifica duas imporftantes
funcdes: identificacdo positiva e andlise da pureza do pico, gue
SE0 essencials para pesquisa, controle de gqualidade e

desenvolvimento de métodos.

Em termos de sensibilidade, o detector de ultraviocleta -
varredura de foto-diodos, quando comparado com o detector de
fluorescéncia, & bem menos sensivel, sendo que a sensihbilidade do
primeiro estd na faixa de nanograma e do segundo na faixa de
picograma. J& o detector de massa apresenta sensibilidade

semelhante & do fluorescéncia.
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Até o presente momento, ndo ha dados disponiveis na
literatura sobre a utilizacio de CLAE acoplade ao detector de
varredura de foto-diodos para a confirmagio de HPAs em Oleos
vegetals ou outro alimento.

2,9~ LEGISLAGAD

De acordo com paises como Alemanha, Austria e Polénia, o©

teo méximo de B{a)P permitido em carnes defumadas € de 1 g/ Kg
{LARSSON et alidi, 1987).

A Finlandia, por outre lade, se utiliza de um controle
indireto do limite méximo de B{a)P nos alimentos defumados. O uso
de fumaca como aditivo é restrito a 30 wg/Kg e apds a aplicacdo, ©
residuc de Bla)P deve ser no maximo de 0,5 wg/Kg {(WALKER, 1977).

A legislacdo da Australia diz que aromatizantes de fumacga

deverio ser isentos de qualguer HPA (WALKER, 1977).

com relacdo a ©6lecs vegetals, niao sxiste na legislacdoc
brasileira limite maximo para Bf{a)P, ou de outro hidrocarboneto

poliaromatico.

Também, nic se tem conhecimento de legislacdo especifica

para 6leos e gorduras em oubros paises.

A tnica excecdo €& a induastria de alimentos da Alemanha,
gue recomenda seus proprios limites para Glecs e gorduras. A soma
dos residuos de fenantreno, antracena, penzo (a)antraceno, criseno,
benzola)pireno, perllenoc, benzo (ghi)perileno, dibenzo{a,h)antracenc
e coroneno, naoc devem exceder a 25 pg/Kyg, enquanto gue a soma dos
HPAs pesados deve permanecer abaixo de 5 png/Kg (SPEER, et alii,
1990} .
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2.10~ AVALICAC TOXICOLOGICA DO B(A)P

Q benzoka)piremo, assim coomo  outros HPAs, 34 fol
submetido a estudos toxicoldgicos pelo IARC {International Agency
Research on Cancer}, existindo suficiente evidéncia de gue se trata
de um carcindgeno para animalils de laboratdrio, representando,
portanto, um risco a saude humana (IARC, 1883}.

Em 1991, em sua 372 Reuniioc, ¢ JECFA {Joint Expert
Committee on Food Addittives and Contaminants} conduziu uma
avaliacdo toxicoldgica do B(a}P, tendo sido analisados resultados
de estudos crénicos conduzidos em ratos expostos ac B(a)P por via
oral. Diferentes efeitos téxicos foram evidenciados, tendo-se
concluide que o efeito toxiceolodgico mais significante era a
atividade carcinogénica. Também este Comité sugeriu um série de
medidas no sentido de se minimizar o maximo possivel a contaminagao
de B(a)P e outros HPAs em alimentos (WHO, 1981}, medida esta
recomendada também por outros autores (VAN HEDDEGHEM, 1980; WALKER,
1977; WHO, 1981).
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3- MATERIAL E METODOS

3.1~ AMOSTRAS

Foram analisados os seguintes éleos vegetals disponiveis
ne comércio!

dleo de alho

bleo de arroz

6leo de canola

Gleo de girassol

6lec de milho

éleo de palma (azelite de dends)
éleo de soja

azeite de oliva

A amostragem variou para cada tipo de Hlec e dentro do
tipe de oOleo, para cada marca. As amostras foram adguiridas em
diferentes supermercados em diferentes épccas do anc. Em geral,
dependendo da mailor ou menor facilidade de se encontrar determinada
marca de 6leo, foram tomadas amostras em triplicatas, e as amostras

foram analisadas em duplicatas.

Anostras de G4lec de soja e milho (bruto, degomado,
clarificado e desodorizadol e de solvente {hexana nova e
reprocessada) foram coletadas durante o processs de refino. Foram
ainda analisados dleos usados em frituras, obtidos em restaurante e

pastelaria.

As amostras de griocs de soja e de milho ({secos e nao-
secos} foram trituradas em um liquidificador & prova de explosio,
com a adicdo de gelo seco moido. Os graocs moides foram peneirados e
armazenados em freezer, para posterior analise.

3.2~ EQUIPAMENTOS

bomba de cromatografia liquida Waters 6000A
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injetor com loop de 10 pl Valco AH 60

forno para coluna Waters 1122

detector“de varredurra de foto-diodos Waters 391
detector de fluorescéncia Varian Fluorichrom II
lampada deutério

filtro de excitagdo: 220 I

filtro de emisséoc @ 4-76

integrador Waters 746 Data Module

balanca analitica Metler H31 AR

balan¢a técnica Metler PC 400

chapa de aquecimento Nuova II

agitador rotative Scientific Manufacturing Industries

3.3- MATERIAL DE CONSUMO

coluna de CLAE C18 (ODS) 2%5cm % 4,6 mm d.i., Dbum,
Applied Biosystems (Brownlee columns}. Part number
0712~0018.

pré-coluna para CLAE C18 (0DS), 4cm x 8mm d.i.
acetonitrila grau CLAE (art 14281 Merck)

dgua grau CLAE, Barsted nanopure system
ciclohexano {art 9666 Merck) destilado em coluna de vidro
benzo {a)pireno (art B 1760 Sigma) 28%
dimetilformamida f{art 21501 Merck) destilada em
coluna de vidro

silica gel 70~230 mesh (art 7734 Merck)

sulfato de sédio anidro {art 6649 Merck)

3.4- VIDRARIA

baldo fundo redondo, junta 24/440, cap. 230 e 500 mL
hecker de 50, 250, 500, 1000 e 2000 mL

coluna de vidro com torneiras de teflon, 21 x l.lcm
d.i. com reservatdrio de 8 x 3.lcm d.i.

condensador tipo dedo frio

destilador com coluna tipo wigreaux
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funil de separac¢so tipo bola cap. 250 e 500 mL
microseringa Kloehn 100 ulL

pipeta pasteur

provetas de 10, 100, 500 e 1000 mL

3.5~ CURVA DE CALIBRACAD

Foram pesados cerca de 10,0 mg de B{a)P e dissolvidos
para 100 mL com tolueno em baldo volumétrico. Essa solucao estogue
fol diluida com acetonitrila, obtendo-se as seguintes concentracdes
de B{aj)P : 0,105; 0,063 ; 0,021 : 0,0105 ; 0,0021; 0,001l ug/mL.

Todas cos solucdes foram mantidas sob refrigeracio.

A curva de calibracido foi obtida injetando-se 10 ulL de
B{a}P nas concentra¢des acima especiflicadas no sistema
cromatografico devidamente estabilizado, que consistia de um fluxo
de 0,7 mL/min da mistura acetonitrila : H0 (8 : 2, v/v) em coluna
C1i8, 25 cm o x 4,6 mm d.i., pré-coluna €18 4dcm x Bmm d.i., a uma
temperatura de 329C.

3.6~ AVALIAGAC DA METODOLOGIA E CONTROLE DE QUALIDADE ANALITICA

Para se avaliar a metodologiz, foram reallizados trés
nivels de fortificacgdo, a saber: 5,2 ; 10,5 e 21,0 ng/Kg de Bila)P.

Para o© c¢ontrole de gualidade analitica da metodologia
empregada foram realizadas véarlas fortificacdes durante a anédlise
das amostras. De maneira geral, a fortificagdo foi feita em uma

entre 5 amostras analisadas.
3.7~ SENSIBILIDADE E REPETIBILIDADE DA METODOLOGIA
Para se egtimar a sensibilidade do método foram

realizadas fortificacdes a niveis de 1,0 e 0,5 ug/Kg. Procurou-se

trabalhar com uma sensibilidade do detector e com um volume final
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da amostra {no caso 2 nl)} que proporcionassem boa estabilidade de
linha de base e bhaixc ruldo.

A repetibilidade da metodologia foi testada em uma
amostra de 0leo de milho analisada em quadruplicata.

3.8~ RECUPERAGAC
Foram realizados testes de fortificacdo em todos os dleos
analisados, adicionando-se quantidades conhecidas de B{a)P varlando

entre 0,5 a 10,5 ug/Kg.

Com bhase nas diversas fortificacSes realizadas, as

recuperacdes foram calculadas da seguinte forma:

nrg/Kg encontrado

% recuperacao= % 100

ng/Kg adicicnado

OBS: nas amostras contaminadas com RB{a}P, o teor

determinado fol descontado pars o calculo da % de recuperagao.
3.9~ METODOLOGIA

0 procedimento de extracdo utilizado no presente trabalho
foi basicamente aguele proposto por SPEER et alii (1930}, que
modificaram o método de GRIMMER & BOHNEE (19275%), utilizando menores

quantidades de amostra e, consequentemente, de sclventes. As etapas

utilizadas estéo descritas a seguir.
3.8.1- EXTRAGAOD
3.9.1.1- OLEOS VEGETAIS

Pesar 10,0 g de 6lec vegetal em um becker de 250 mL.

Adicionar 50 mL de ciclohexano e transferir o material para um
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funil de separacioc de 250 rL. Lavar o beker novamente com 50 mL de
ciclohexano e transferir para o funil de  separagao {as
fortificactes deven ser feitas neste pontol.

Extrair os HPAs com 3 porgdes de 50, 25 e 25 nl de
dimetilformamida:HoO (9:1, v/v), e dilulr o extrato com 100 mL de
sulfato de sédio 1%. Reéxtrair com porcdes de 50, 35 e 35 mk de
ciclohexano. Lavar a fase de ciclchexano duas vezes com 40 mbL de
Hp0. Secar com sulfato de sddio anidro (cerca de 5 g) e concentrar
para um volume final de 2 ml em evaporador rotative, em banho &

temperatura de 40 ©C,
3.8,1.2~ HEXANA

Medir 20,0 mL de hexana e evaporar em evaporador rotativo

a 400C até gquase a secura.
3.9.1.3~ GRAOS DE SOJA E MILHO

pPesar 20,0 g do grdo moldo e transferir para erlenmeyer
de 250 mL. Adicionar 50 mL de ciclohexano =2 agitar em agitador
reciproco por 30 minutos. Filtrar em funil de placa porosa com
papel de filtro e repetir a operagdo com malis 50 ml de ciclohexano.
Juntar as duas fracdes e concentrar para um volume final de 2 mL em
evaporador rotativo & vacuo, em panho & temperatura de 409C.
32.10- LIMPEZA EM COLUNA DE SILICA GEL

3.10.1- DESATIVACEO DA siLICA GEL

pesar 87 g de silica gel fresca e adicionar 13 mlL de HpO.

Deixar repousar por uma noite em frasco fechado antes do uso.

4.10.2- PREPARACAO DA COLUNA DE giLIca GEL E LIMPEZA
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Transferir 5 g de silica gel desativada {13% &gua) para
uma coluna de vidro com as sequintes dimensdes: 21 x 1,1 om d.i.
com torneira de teflon e reservatoOrio de 8 x 3,1 cm d.i. Eluir o
extrate (2 mL) com 85 miI, de c¢iclohexano em um baldc de 250 mlL,
descartando~se os primeiros 10 ml. Concentrar a fracloc de 10-85 mbl
em evaporador rotative a uma temperatura de 40°C até guase a
secura. O residuo é seco sob pequeno fluxo de nitrogénio. Adicionar
380 baldo 2 mlL de acetonitrila, e transierir para um frasco de 2 mL,
Armazenar em freezer.

3.11~ DETERMINACAO CROMATOGRAFICA

Injetar 10 pL do extrato final (2 mL) e dos padrdes no
sistema cromatografico previamente estabilizado, como descrito

antericrmente { item 3.5)}.
A concentracido de Bla)P foi calculada através da seguinte

equacio, utilizando-se uma curva de calibragadc para a obtengido da

reta (padronizacdo externa):

RB{a)P {(Hg/Kg)= % 10080

onde: C & a concentracdo de B(a!P obtida através da
curva de regressdo linear
V & o volume final

M & a massa da amosira em gramas

Os esqguemas de extragao e limpeza das amostras sS40

[

apresentados, respectivamente, nas figuras 4 & 5.
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Amostra 16,0 ¢

180 mL de ciclchexano

extrair com 50 e 2% 25 mL de DMF:H,0 (9:1, v/v)

/
DMF:HpO ciclohexano

100 mL NapSO4 1%

extrair com 50 e 2x 35 mL de ciclohexano

| l

ciclohexano DME 1 HoO

\4
lavar com 2x 40 mL de HpO

HoO

secar com NapSQyg

v

evaporar a vacuo {2 mbL). {residuo)

Figura 4. Fluxograma de extracado de HPAs para 0leos vegetals
{SPEER et alii, 1530).
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residuo {2 mlL}

cromatografia em coluna (5 g silica, 13% desativada)

85 ml, de ciclohexano

\_”mm

75 mlL de clclohexano descartar 195 10 mL

Y

gevaporar a vacuo

A%

dissolver em 2,0 mL de acetonitrila

Figura 5. Fluxograma de limpeza da amostra de Gleo vegetal
{SPEER et alii, 1990).
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3.12~ CUSTOS DOS REAGENTES POR ANALISE

A fim de se ter uma idéia do custo real por analise, foi
realizade um levantamento do prego dos reagentes utilizados. Os
valores apresentades estio em ddlar americano {(US$). O consumo de
cada reagente fol estimado segundo a metodologia utilizada para um
total de 10 amostras analisadas simultaneamente.
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4~ RESULTADOS E DISCUSSAOD
4.1~ AVALIACAO DO YBRANCOY

Antes de se iniciar o trabalho com as amostras de dleo,
foram feitas anadlises do "branco”™ (sem a presenga do 6leo vegetal)
para verificar a presenca de impurezas, provenientes dos solventes
de extracio, ciclohexano e dimetilformamida, que pudessen

interferir na determinacdoc do B(a)P.

Com relacdo a estes sclventes, fol constatada a presenga
de impurezas com tempos de retencgao préoximos ao do Bila)P. Este
problema fol eliminado com a destilacic dos solventes, e um novo
"hranco® foi avaliado, ndo tendo sido detectado o aparecimento de
picos no tempc de retencao do Bla)P (ver figura 6}. Mesmo assim,
foram observados picos na parte iniclal do cromatograma, que nao
interferiram na quantificacdo do B{a)P nas amostras de &leo,

4.2- METODO DE QUANTIFICAGAC

O método utilizado para a gquantificacio do Bla)P fol o
da padronizagdo externa. B curva de calibracdo obtida (Figura 7]}
mostrou-se linear dentro das concentracdes de trabalho (03,0011 a
0,105 pg/nl), o que possibilitou a anilise das amostras numa faixa
de concentracdoc relativamente ampla. Para as ampstras gue
apresentaram concentracdes de B{a)P fora da falxa de trabalho, foi

necessario se proceder as correspondentes diluicdes.
4. 3~ LIMPEZA DAS AMOSTRAS

Dentre as possiveis alternativas citadas na revisio de
literatura, optou-se pela utilizacao da silica gel, devido a sua

disponibilidade no laboratéric. Para se determinay a recuperagao

analitica da metodologia proposta utilizando-se silica gel, foram

realizados varios testes com silica ativada a varias temperaturas,
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Figura 6. Cromatograma por CLAE com detector de fluorescéncia (a)
"hranco" e (b) padric de Bila)P. Coluna 0DS, 2bcm X
4,6mm d.i., fase mével acetonitrila:Hp0 (8§:2), vazao

0,7 mL/min.
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Figura 7. Curva de calibracdo do Bl(a)Pk, utilizando CLAE com

detector de fluorescéncia.

46



silica fresca (retirada diretamente do frasco sem gqualguer
tratamento) e sllica desativada em diferentes graus. Os melhores
resultados de recuperacgdo para o B{a)P foram obtidos com a silica
fresca, desativada com 13% HyO.

4.4~ AVALIA@%O DA METODOLOGIA E CONTROLE DE QUALIDADE ANALITICA

Os resultados obtidos para a validacdo da metodologia
ATabela 6) mostraram-se bastante satisfatdrios, com média de 27,2%
de recuperacgdo e coeficiente de variagdo de 7,6%.

Também durante o transcorrer das analises, os resultados

dos testes de recuperagac, realizades com diferentes &leos,
evidenciaram a confiabilidade da metodologla empregada (Tabela 7).

Tabela 6. Valores de fortificagio e recuperagdoc de B(a)P em 06leo

de milho.
FPortificacioc BlalP (ug/Kg) Eecuperacdo (%)

5,2 105, 3
5,2 88,4
10,5 98,9
10,5 106, 0
21,0 92,2
21,0 a2, 4

média (}% = 97,2%

desvio padrao (d.p.} = 7,4%

coeficiente de variacio (c.v.) = 7,6%
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Tabela 7. Resultados de testes de recuperacgdo de B{a)P conduzidos
com amostras de diferentes dleos.

Fortificacéo Recuperagio Fortificacio Recuperacio
B{a)P (ug/Kg) % Bia}P (ug/Xg) %

10,5 78,5 5,2 123,1

10,5 100,1 5,2 73,1

10,5 70,4 5,2 80,9

10,5 71,2 5,2 91,9

5,2 83,3 5,2 77,6

5.2 93,3 5,2 77,9

5,2 104,7 5,2 97,6

5,2 106, 5 5,2 97,5

5,2 113,59 5,2 94,7

5,2 109, 5 5,2 91,7

5,2 82,7 5,2 76,1

5,2 T6,7 5,2 89,3

5,2 84,4 5,2 84,4

5,2 79,3 3,1 109,8

5,2 103,2 3,1 105, 5

5,2 107,6 3,1 98, 4

5.2 84,5 . 3,1 83,2

5,2 87,5 1,0 115, 7

5,2 100,2 1,0 114,3

5,2 99,1 1,0 106, 8

5,2 92,7 1,0 97,8

5,2 88,9 0,5 77,4

5,2 95, 4 0,5 80,3
média (X) = 92,7%
desvic padrado {(d.p.) = 13,3%
coeficiente de variacdoc (c.v.}= 14,3%
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4,6~ SENSIBILIDADE DO METODO

_ Nas condigdes escolhidag, fol estimado um limite de
detecgdo de 0,5 pug/Kg para o B(a}P. Valores inferiores a 0,5 pg/Kg
poderiam ser obtidoeos aumentando~se 5 vezes a sensibilidade do
detector, por exemplo, ou ainda diminuindo o volume final para 0,5
ou 1,0 ml. Neste caso, porém, a linha de base era prejudicada,
como  conseguéncia de um aumento do  ruido, dificultando a
gquantificacgido do Bi{a}P. Este valor {0,5 wg/Kg) & bastante
razoavel, uma vez gue nos paises onde existe legislagdo quanto &
presencga de B{a)P em alimentos, ¢ limite estabelecido & de

1 pg/Kg.
4.7~ REPETIRILIDADE DA METODOLOGIA

08 dados relativos 3 repetibilidade do método podem ser
vistos na tabela 8, e indicam gue a metodelogla enpregada

apresenta uma precisdo muito boa {(c.v.= Z,2%).

Tabela 8. Reprodutibilidade da determinacdc de benzo{a)pireno em
bleo de milho.

Amostra B{a}P (pg/Kyg)

1 4,

2 4,

3 s

4 ’
média (X) = 4,4
desvio padrdo (d.p.} = 0,1
coeficiente de variacdo (c.v.i= 2,2%
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4.8~ ALTERACOES NAS CONDIGOES DA ANALISE CROMATOGRAFICA

A maioria das andlises fol realizada nas condigdes citadas em
Material e Métodeos., Algumas modificagdes, entretanto, foram
feitas, principalmente para os olecs de milho, azeites e para as
hexanas. Isto fol necessério devido & presenca de picos vizinhos
ao_da B(a)P. Nestes casos, para uma melhor separacdo dos pilcos, ©
fluxe da fase movel foi diminuide para 0,6 ou 0,5 mLl/min., o que
possibilitou uma melhor resolucic e, consequentemante, a
gquantificagdo do Bla)P.

4.9~ CONFIRMACAOD DA IDENTIDADE DO B{a}P

A confirmacio da identidade do pilco de BRi{a)P foi feita
yrilizando-se um detector de varredura de fotodiodog. As condigdes
de trabalho utilizadas foram as mesmas do sistema com © detector
de fluorescéncia, com excecgdo do volums de injecdo que fol de
100 pL, devido a menor sensibilidade de detector de varredura de
foradiodos. Obtido o pico correspondente ao R{a)P, a varredura do
espectro foi feita entre 200 e 400 nm, no inicio, meic e fim do
pico, para a averiguagdo da possivel presencga de coeluentes {(ver
figura 8). Através do cromatograma chitido e comparagdo com O

padrdo, fol concluido que O pico em questioc correspondia ao Bl{a)P.

Embora a literatura se refira quase dque exclusivamente
ao emprego do detector de massa para a confirmacic da ldentidade
dos HPAs, no presente estudo deu-se preferéncia a untilizacdc do
detector de varredura de fotodiodos, em fungéo da ndo necessidade
de se alterar as condicées de anadlise j& estabelecida. Além disso,
o perfil do cromatograma obtide na cromatografia liquida &
bastante diferente daguele que se obtém na cromatografia gasosa
capilar, o que dificulta a correlacao de picos correspondentes ao

composto gue se quer confirmar.
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Figura 8. (&) cromatograma por CLAE do padrao de BlalF com
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fim do pico: (c} cromatograma de CLAE com detector de
Uv a 285 nmdo pico de B{a}P em amostra de Oleo de
milho:; (d) varredura do espectro do pico do Bla)?F

entre 200 e 400 nm em smostra de Oleo de milho.

31



Embora a sensibilidade do detector de vwvarredura de
fotodiodos seja relativamente menor, a injec¢do de um volume malor

de amostra elimina este problema.
4.9 BENZO(A}PIRENO EM OLECQS VEGETAIS

0s varios tipoé de o6leos anallsados apresentaram teores
de B(a)P wvariandc entre quantidades nao detectéveis (< 0,5 pg/Kgi
até niveis bastante elevados.

Os resultados da anadlise de Bla)P nos Oleos comerclals

estac listados nas tabelas 9 a 1l.

Tabela 9. Teores de benzo{a)pireno (ug/Kg) em Olecs de milho

comercials.,
Amostras®
Marca a b o el & _)?
1 4,4 4,3 2,4 4,4 2.6 3,6
2 58, 9 22,5 10,6 27,5 3,7 24,7
3 8,3 7,9 5,0 &,2 4,7 6,4
4 20,0 15,2 12,1 16,2 11,5 13,8
5 12,3 1,6 5,9 5,6 1,6 5,4
X= 10,8

+ o5 valores sao média de duas repetigdes.
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Tabela 10. Teores de benzo{a)pireno {ug/Kg) em dleos de soia
refinados.

Amostras*
Marca a b c d e X
1 ] , 1,3 1,5 1,6 2,1
2 p ’ n.d. I, - ,
3 , ' 1,1 - ,
4 ' ' 1,4 - - ,
5 P ; 1,1 - - ;
6 . ; 1,4 - = ,
7 . , 1,0 - - ,
8 ; 5 1,9 - - ,
9 . ‘ 1,3 - - 1,
1@ n n.d. - -
11 . - - -
12 ; - - - -
13 , - - - -
14 - - - -
15 , - - o -
16 0,9 - - - -
X= 2,2

* ns valores sio média de 2 repelicdss
n.d.: nio detectado (< 0,5 pg/Kg}

- : nao disponivel

33




Tabela 11. Teores de benzo{a)pireno {pg/Kyg) em varios tipos de
dleos refinados.

Amostras*
Gileo Marca a b I d X
girassol 1 n.ad n.d. n.d 0,7 ,
2 g, 6 1,1 n.d. n.d, 0,4
3 1,0 2.2 - - 1,6
4 n.d. - - -
arroz 1 1,6 0,9 2,3 3,5 2,1
2 r ¥ f 2!5 16
canola 1 n.d. n.d. n.d. n.d,
dendé 1 n.d. .. - -
2 6;2 s - -
alho 1 n.d. - - -

* o8 valores sdo média de duas repetiqles
n.d.: naoc detectado (< 0,5 pg/Kg)
- + nao disponivel

54




Os teores de B{a)P em Oleo de milho variaram entre 1,6
e 58,9 ug/Kg. Entre as 5 marcas analisadas, duas se mostraram
bastante contaminadas, com valores médics de 24,7 e 13,8 pg/Kg, e

as demais também apresentaram nivels de contaminacio relativamente
altos. '

Comparando-se com dados da literatura, os dleos de milho
apresentaram, em geral, teores de B(a}P superiores aos detectados
em-—outros palses (0,02 & 26,1 pg/Kg, tabela 35).

Entre as marcas e os diversos lotes analisados de 6leo
de milho, observaram-se varilagdes grandes guanto ac nivel ds
B{a}P. Este fato pode estar assoclade & origem do dleo bruto, ja
que algumas fabricas apenas refinam o 06leo, adguirindo-o de
diferentes fornecedores, inclusive do sxterior.

0Os niveis de B{a)P encontrados em dolecos de soja foram
inferiores aos observados em Oleos de milho, variando entre nao
detectados (n.d.) e 6,1 ug/Kg. Pode-se observar pela tabela 11
gque a maioria das amostras apresentou teores de Bl{a}P entre 1
e 2 Wg/Kg, sendo gue as amostras 11, 12 e 13 foram as que

apresentaram maiores nivels de contaminacdo.

Comparando-se o5 niveis obtides para &leo de soja com
dados disponiveis na literatura para ¢ mesmo Gleo, verifica-se que
05 teores de Bla)P nos bleos de soja nacionais (0,5 a 6,1 pg/Kg)
estio dentro da faixa de contaminagdc normalmente descrita na
literatura (0,2 a 5,39 ug/Kg) .

Entretanto, eventuais niveis elevades tem sido citados
pela literatura. KOLAROVIC & TRAITLER (1982) detectaram nivel de
28,45 ug/Kg de B{a)P em O6leo de scja, atribuindo esta elevada
contaminacdo a influéncia do processo industrial, armazenamento e

meio ambiente.
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0 6leo de girassol apresentou teores de B(a)P que
variaram entre n.d. e 2,2 ug/Kg. Considerando-se os valores
citados por diversos autores para 6lec de girassol (n.d. a 10,86
pa/Kg), os tecres encontrados nos 6leos analisados evidenciam uma
contaninacldo relativamente mais baixa parva este tipo de dleo no
Brasil.

Niveis entre 0,7 e 3,5 pg/Kg de Bl{a})P foram detectados
em G6leo de arrez, com valor médic de 1,% ug/Kg (Tabela 10). Como
ndo se encontrou dados na literatura sobre a contaminacic de dleo
de arroz por HPAs, ndo fol possivel se fazer uma comparagdo com 0S
valores encontrados no presente trabalho.

Em d&leo de canola {Tabela 10) ndo fol detectada a
presenga de Bf{a)P {< 0,5 pg/Kg). © baixo nivel de contaminacgao
deste o6leo poderia ser Justificado face ao fato do nesmo ser
importado de um pais mais desenvolvide, no caso o Canadd, onde
existe um malor controle de qualidade durante o processamentc de
alimentos. No caso da refinacdo de &leos vegetais, por exemplo, €
bem provavel gue as indGstrias canadenses utilizem carvic ativado
durante a etapa de clarificagéo. O emprego desta técnica, embora
reduza o nivel de contaminacio por HPAs, eleva substanclalmente ©
custo do produto final, o que poderia ser um dos motives do alto
pregco deste tipo de &leo no mercado naclcnal. Dados da literatura
indicam, em geral, nivels de contaminacaio mals elevado para este

tipo de 6leo {tabela 5).

Uma das amostras de azeite de dendé (dleo de palma) ndo
apresentou B{a)P, enguanto gue a oultra, representada por azelte ds
dendé misto com 50% de 6lec de soja, apresentou um teor de B{a)P
de 6,2 ung/Kg. Este nivel relativamente maior de B{a}lP na amostra
mista de azeite de dendd com dleoc de soja sugere a contaminagdo do
&leo de soja por HPAs. A literatura sohre a contaminacido deste
tipo de élec & bastante escassa, & nao especifica se se trata de

6leo puro ou nao.
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Em uma amostra de 6leo de alho, composto com 50% de Oleo
de girassol, nédo foi detectada a presenca de B{a}P. Neste caso,
devido & pouca disponibilidade deste &lec no comércio, analisou-se
apenas uma amqstra,

Comoc os ©Oleos vegetals séc em geral usados para
fritura, investigou-se paralelamente a contaminacdo de &leos 3a

processados, principalmente aqueles utilizados para frituras em

pastelarias e restaurantes.

Os teores de B{a)P encontrados em amostras de oleo de
soja previamente usados em frituras estdo apresentados na tabela
12. As amostras A e B sio provenientes de um restaurantes enquanto
que a amostra "C" é proveniente de uma pastelaria. A amostra "A"
se refere a um dleo com apenas 2 dias de Uuso na fritadeira, e a
amostra "BY, um ©6lec com um tempoe de uso muitoe longo
{aproximadamente 6 meses). A amostra “C" foi coletada apds o final
de uma feira, onde este élec fol aguecido per pelo menos 6 horas

para a fritura de pastel e outros salgadinhos.

Pahela 12. Teores de benzo(a)pireno em Oleos de sota usados.

Amostras Concentracdo de Bla)P* (ug/Kyg)
A 2,5
B 1,7
C 0,7

* ng valores sdoc média de duas repeticdes
+ Hdleo com 2 dias de uso

: dleo com 6 meses de uso

T o

+ Hleo com & horas de uso
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Considerando-se como teor de B{a)P em d6lec de soja nao
aquecido o valor médio de 2,2 pg/Kg (tabela 11}, observa-se que
nio ocorreu um aumento no teor deste hidrocarboneto apés uso
continuo. Na verdade, ocorreu aparentemente uma reducdo dos
niveis, © gque pode ser devido ao efeito da luz, Jja que o8 HPAS
sofrem oxidacdoc nestas condigdes, ou entdo pela sabsorgio deste
composto pelo alimento. |

Dados da literatura confirmam esta reducdo: BORNEFE &
FARIAN {18686), citados por  SWALLOW (1976}, detectaram um
decréscimo de 70% no teor de HPAs em (leos e gorduras vegetals

durante aguecimento controlado.
4,10~ BENZO{A)PIRENQC EM AZEITES

Quanto acs azeites, observou-se uma grande variabilidade
no teor de B{a)P. Como pode ser visto na tabela 13, os niveis
encontrados variaram entre n.d. e 164,4 ng/Kg.

Esta amplitude de valores pode sar atribuida
principalmente & origem desses azeites .2 a sua compesicao. Os
azeites provenientes da Europa e embalados na origem, como as
marcas 1, 7 e 10, apresentaram tecres de Bl{a)P proximos aos
citados pela literatura (0,3 a 1,2 ug/Kg). Cs azeites inmportados
da Europa, porém embalados no Brasil (marcas 2, 3, 4, 5, 8 & 17},
apresentaram Leores variavelis n.d a 9,7 ug/Kg), em gsral

superiores aos encontrados nos 6leocs embalados no exterior.

rm azeites mistos, ou seia. agueles que Sao misturados
com 6leo de soja (marcas 14 e 13} = Aleo de milho {marca 16},
determinaram-se teores de Bla}P variandc entre 2,2 e 9,2 ug/Kyg. No
azeite misto com 30% de azeite de oliva (marca 16) ja& era esperado
um valor elevado de Blalb, pois o dlec de milho utilizado na sua
composicdo corresponde & marca 2 {Tabela ©9), gue apresentou

elevada contaminacio (média de 24,7 yo /Ky .
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Tabela 13. Tecores de benzo{a)pireno (ug/Kgiem azeite de oliva.

Amostras®
Marcas a b c X

1 0,6 n.d. n.d. 0,2
2 7,1 1,5 2,7 3,8
3 n.d. n.d. n.d.
4 1,1 0,9 0,9 1,0
5 9,7 3,8 2,3 5,3
& 1,8 164, 4 154,7 167,0
7 n.d 1,2 - 0,6
8 4,3 n.d. - 2,2
9 18,0 10,3 - 14,2
10 n.d. n.d -
11 n.g. n.dg. -
12 n.d 0,5 - 0,2
13 n.d n.d. -
14 2,3 2,4 : 3,4 2,8
15 2,2 2,3 - 2,3
16 8,2 9,1 - 9,2
17 n.d - -

X= 10,9

*

os valores siao média de duas repeticdes
.d.: nio detectado (< 0,5 pg/Kg)
.g.: n#o quantificado (pico coeluldo}

pu R,

- : nio disponivel
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Com teores de B(a)P entre n.d. e 164,4 pg/Kg, o3 azeites
argentinos também apresentaram niveis variados de contaminacdo,
como pode ser visto pelas amostras 6, 9, 12 e 13, da tabela 13. A
amostra 11, também de origem argentina, fol a unica que apresentou
pico coeluido com o B{alP e, portanto, nido foi possivel a sua
guantificacio, mesmo alterandce-se as condices cromatograficas.

A figura 9 apresenta os cromategramas correspondentes a

areites de oliva de diferentes origens. No inicio do cromatograna
'padewse observar picos correspondentes aos HPAs leves, o que
provavelmente se deve ac fato deste tipo de éleo nao ser refinado
e, portanto, ndc existir a etapa de desodorizaclo, gue normalmente
elimina estes HPAs. Altos teores de HPAs leves como fenantreno,
antraceno, benzola)antraceno, pireno & fluoranteno tém sido
detectados em azeites vegetais (CIUSA et alll, 1970; MARIANI &
FEDELI, 1984; SPEER et alii, 1950 e MENICHINI et alii, 1921a).

De acordo com a literatura {(Tabela &), a detecgdo de
B(a)P em azeites de oliva tem sido em niveis bhaixos (n.d. a 2,2
ig/Kg). No entanto, os azeltes embalados no Brasil e algumas
marcas provenientes da Argentina apresentaram teores bem mais
elevados, sugerindo, COmo discutride . anteriormente, a sua
contaminacado atraves da adig¢doc de oulroes bdleos vegetails, tals como

soja.

Nos azeites embalados no Brasil e nos argentinos foram
determinadas concentracdes de B(alP que variaram entre n.d. e
164,4 ug/Kg. Embora declarado no rétulo gque se trata de azeite
puro, acredita-se que estes azeites estejam sendo adulterados com
dlec de soja ou milho contaminades por HPAs. Adulteracgles de
azeite de oliva com o&leos de sola, pabaci e coco ja foram
relatados por SCARES & AMAYA (1981) no Brasil.
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Figura 9. Cromatogramas por CLAE com detector de fluorescéncia de

azeites de oliva de diversas origens: (a} argentino; (b)
nisto; {¢c) europeu embalado na origem; (d) europeu
embalado no Brasil. Coluna ODS, 25cm x 4,6 mm d.i.; fase
mével acetonitrila:Ho0 (8:2); vazao 0,7 mL/min.
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Una melhor compara¢do entre o5 niveils de contaminacio de
azeites procedentes da Europa, embalado na origem, Europa,
embalado ne Brasil, Argentina e nacional misto, podem ser
visualizados na tabela 14 e figura 10. Também para efeitos
comparativos, a tabela 15 e a figura 11 apresentam um resumo dos
resultados cobtidos com relaclo aos dleos comercials analisados.

4,11~ FONTES DE CONTAMINACAO POR HPAs

Como ja mencionado, existem varias fontes de
contaminacdo de 6lecs vegetals por HPAs. Entre elas destacam-se a
poluigdo ambiental, solos contaminados, a secagem de ¢graos com
gases de combustidc e o solvente hexana, usado na extracgdo do
Gleo. No Brasil, conforme informacdes obtidas Junto a
especialistas da Area de Oleos, o©s processos de refinagdo
atualmente em uso nido utilizam carvie ativado, considerado por
alguns autores (LARSSON et alii 19%87; DENNIZ et alii, 18981}
responsavel pela reducdc da contaminagBo de alguns 4leos.
Aparentemente, a ndo utilizagdo de carvdo ativado na refinagadoc dos

&Gleos estd associada ao alto custo desta etapa.

Para se verificar que atapas do pProcesso de
refinacdo de dleos vegetais estariam envolvidas na reducdc dos
niveis de HPAs ou na contaminacgic do éleco, analisaram—-se amostras

durante diferentes etapas do seu processamento.

Foram analicadas amostras de gr3os de soja e milho antes
e apbs o processo de secagem, -ndc tendo sido detectada a presenga
de B{a)P nas duas amostras . De acordo com informacdes das
proprias fabricas de dleos vegetais, para a secagem dos graos de
milho 2 soja utilizam-se gases de combustdo da gueima da madelira,
que entram em contato direto com o grao, podendo resultar, de
acordo com dados da literatura, no incremento do teor final de

HPAs.
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Tabela 14. Teores de benzo{a)lpireno (pyg/Kg) em azeites de oliva de
diversas origens.

Tipo _ n valor min. mediana valor max.

Furopeu, embalado 7 Q,% G,6 1,2
na origem

Europeu, embalado 15 0,9 2,3 9,7

no Brasil

Argentino 9 0,5 10,3 164,4

Mistos 7 2,7 2,3 9,72

n= numerc de amostras
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Tabela 15. Teores de benzola)pireno(pg/Kg) em varios
‘ tipos de éleo. '

Tipo n valor min. mediana valor max.
milho 25 1,8 6,2 “58,9

s07a 3% 0,5 1,4 6,1

cliva 38 g,5 2,4 164, 4

girassol 11 0,0 1,0 2,2

AYroz B g, 7 1,8 3,5

canola 2 4 - — -

palma P 3 ~~ e 6,2

{dendé)

= pnumerco de amostras

a = nac foi detectado a presenca de B{alP en todas as amostras
analisadas
1 = somente uma amostra mostrou-se csontaminada por Bla)bP

-~ = ndo aplicado
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Figura 10, Faixas de concentracido de Bla)P em azeltes de pliva de

diversas procedéncias.
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Figura 11. Faixas de concentracdoc de B{a}P em dlecs e azeites

comerciais.
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Nas nossas amostras, entretanto, néo fol evidenciado um
aumente da concentracdc de HPAs pesades, como pode ser observado
através da figura 12. Por outro lado, houve um aumento no teor de
HPAs leves, cujos picos correspondentes podem ser observados no
inicio do cromatogranma.

Resultados semelhantes foram cobtidos por DENNIS et alii
(1991), gue analisaram diversos lotes de sementes de colza secas
em diferentes tipos de secadores. Os resultados mostraram que
ocorreu aumento significativo nos teores de fluoranteno, pireno e
crisenc, mas nic de HPAs com mals de 4 anéis, como o B{a}P, por

exemplo.

Para uma melhor avaliacdo da participac@o da etapa de
secagem na contaminag@c de Oleos vegetais por HPAs, seria
necessaria a analise de um numerc malor de amostras, o que ndo foi
possivel devidoe a dificuldades em se conseguir novas amostras
junto as indistrias. Seria também convenlente gue se amostrassem
plantagdes de soja e milho préximas e distantes de rodovias e
ireas industriais, para se avaliar © efeito da poluligdo sobre a

contaminacio dos graos.

" ps tabelas 16 e 17 mnostram os lteores de Bl{a}P emn
diferentes etapas do processamento de &dleo de wilho e soja. As
amostras foram obtidas junto a indistrias de refinacgdo de doleo de

soja e milho.

Fm 6leo de milho bruto foram detectades 3,7 ng/Kg de
B(alP, aoc passo gue no dleo de soja bruto foi obtide um valor
médic de 0,8 pug/Kg. De acordo com estes resultados, o feor de
benzo(ajpirenc em 0leo de milho foi aproximadamente 4,5 vezes
superior Aaquele encontrade no 6leo de soja. Provavelmente, esta
maior contaminacdoc do dleo de milho bruto seja a responsavel pelos
teores relativamente malores de Bla}P determinados em &leo de

milho refinado (Tabela 9}.
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gramas por CLAE com detector de fluorescéncia de

Figura 12. Cromato
1, grao de milho

amostras de gréo de milho e soja.
apbs a secagen. 2. grac de

(b} apds a secagem, Coluna
fase movel acetonitrilaiHpO

{a)antes da secagem’; (h)
soja {(a) antes da secagem;
oDns, 25cm x 4,6 mm d.i.;
{&:2); vazao 0,7 mL/mirmn,
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Tabela 16. Teores de benzolajpireno em diversas etapas de
refinacio do 6leo de milho.

Oleo B(a)P* (pg/Kg)
bruto? ‘ 3,7
clarificade? 7,0
desodorizadod 4,4

* o5 valores sioc média de duas repetigdes

a: lotes diferentes

mahela 17. Teores de benzolalplreno (ug/Kg) em Olec de soja em
diferentes etapas do procassc de refino.

Amostras*
éleo_ at bl o2 a2 Y
bruto 1,5 0,6 D, 6 0,6 0,8
degomado 2,1 0,6 0,6 0,6 1,0
clarificado nfd. - - -
desodeorizado n.g. - - -

* ps valores sdo média de duas repeticées
n.d.: nao detectado (< 0,5 pg/Kyg)

- : nao disponivel

1 : lote diferente

2 + lotes iguais
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0s dados da tabela 16 sugerem ainda gque durante o
processo de refino do éleo de milho ({clarificacgio e desodorizacio)
ocorreu um aumento do teor de B(a)P relativamente ao Sleo bruto.
Esta avaliacdo, no entanto, ¢ bastante limitada, uma vez que
devido a dificuldades em se conseguir amostras de 6leo de milho
com os fabricantes, a amostragem fol peguena {apenas 1 amostra em
cada etapa). Também existe a possibilidade de gue as amostras
fornecidas, embora sequenciais, ndo sejam do mesmo lote, o que
-podéria resultar em valores aparentemente contraditoérios.

Para o O&leo de soja, observou-se un comportamento
diferente. Observando-se as amostras b, ¢ e d (Tabela 17}, gue
representam um mesmo lote de 6leo bruto e degomado, verifica-se a
pegquena influéncia da degomagem na eliminacdo do B{a)P. Convém
ressaltar que também neste caso houve dificuldades em se consegulr
um  nimero mais expressivo de amostras, devide a que algumas
indistrias sé& processam o 6leo até a etapa de degomagem, sendo
este em seguida enviado a outras fabricas para a ohtengdo do &leo
refinado. Uma mesma origem do éleo brute de soja poderia
justificar a similaridade no teor de RBla)P determinado nas

diversas marcas de 6leos analisados (Takbela 11).

A amostra "a", entretanto, apresentou um aumento no teor
de Bl{a)P do d&leo bruto para O degomadso . Como  discutido
anteriormente para o &leo de milho, provavelmente esta amostra de
6lec de soja degomade ndo foi coletada imediatamente apds a

amostragem do 6leo brutoc.

Sequndo informacgdes de especialistas da é&rea de 0Oleos,
guando grdos de solja sao colhidos ainda verdes, utiliza-se no
processo de clarificagéo carvao ativado para a remoc¢do dos
pigmentos. Este procedimento resulta na eliminacdo da maloria dos
HPAs, o que poderia contribulr para O haixo teor de B{a)P

encontrado em alguns 6leos de soja nacionais.
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Alguns dados da literatura indicam niveis de
contaminacidc de B{a)P para 6lec bruto de milho e de soja entre
0,73 e 4,50 pg/Kg (DENNIS et alii, 1991) e de 0,4 a 5,39 pg/Kg
(DENNIS et alii, 1991 e LARSSON et alii, 1987), respectivamente.

Segundo o©s autores DENNIS et alii (1991}, durante ©
processo de refino de 6lecs vegetais, sem a utilizagdo de carvao
ativado, ocorrem somente reducgoes significativas nos teores de
fluoranteno, pireno, Dbenzola)antracenoc e criseno. Conclusdes
semelhantes foram obtidas por THOMAS (1982}, LBRSSON et alil
(1987) e SAGREDOS et alii (1988).

Para uma melhor comparacdoc da eficiéncia do processo de
desodorizacdo em relacido a eliminacae dos HPAs leves, a figura 13
mostra os cromatogramas das amostras de dleo bruto e desodorizade
de miltho e de soja, evidenciando a diminuicdo de picos no inieio
do cromatograma, para ambpos oS8 4dleos. CQuanto ao B{a)P, observou-se
apbs 2 desodorizacio uma reducdo da ~ontaminacdo apenas para o©

dleo de soja.

Entretanto, como o estude fol limitado em termos de
amostragem, haveria necessidade de se consequir um nimero malor de
amostras originarias de diversas fabhricas para se obter resultados
mais conclusivos. Neste caso, parece BSer indispensavel gue a
coleta do material nas diferentes etapas do processc do refino
seja feita pelos proprios pesguisadores, de forma a garanbtir gque a
amostragem seja de um mMEsmo lote. Recomenda-se, portanto, que OS5
resultados referentes as amostras enviadas pela indastria sejam

interpretados com uma certa cautela.

Uma outra possivel fonte de contaminacgido de Oleos
vegetais por HPAs é a hexana, solvente comumente utilizado na
indistria de oleos. Apds sua utilizacfio, este solvente sofre um
processo de destilacao, sendo posteriormente reutilizado 1no

processc {hexana vusada™ ou "reprocessada’).
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Figura 13. Cromatogramas por CLAE com detector de fluorescéncia de
amostras de 6lec de milho e soja: {a) Oleo de milho
bruto; (b) éleo de milho desodorizado; {c) élec de soja
pruto; (d) 6leo de soja desodorizado. Coluna ODS, Z5cm
% 4,6 mm d.i.; fase movel acetonitrila:HpO (8:2); vaz&o
0,7 mi/min.
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No presente estudo, a analise do perfil cromatogréafico
de amostras de hexana obltidas junto a fornecedores deste solvente
sugere sua contaminagdc por uma ampla varledade de HPAs (Figura
14). Entretanto, foli feita a identificagéo e qﬁantificacéo apenas
do B{a)P, estando os resultados apresentados na tabela 18,

Como pode serl observado, os teorses de B{a}lP wvariaram
entre 2,0 e 6,6 pg/Kg para a hexana "nova®™. Também a hexana
"reprocessada" mostrou-se contaminada por BiajP (1,0 a 3,3
g/Kg) e outros HPAs embora, de maneira geral, em niveis
inferiores aos encontrados na hexana n#o processada. Isto pode
significar que parte dos hidrocarbonetos presentes se transferiu

para o &6leo, aumentande ainda mals a sua contaminagdo.

A econtaminacido de hexana por Blalb, evidenciada no
presente estudo, néo fol observada por outros paesquisadores (RYDER
& SULIVAN, 1962; HOWARD et alii, 1866c; GRIMMER & HILDEBRANDT,
1967; HOWARD et alii, 19¢Ba) rende side encontrado na literatura
apenas um registro da presenca de HPAs carcinogénicos neste
solvente (LIJINSKY & RAHA, 1961, citados por HRENNI, 1268} .

Uma sugestdo para os fabricantes de hexana técnica seria
seguir as especificacdes H-16-56 e D 1836-64 da ROLS e da ASTM
{1966}, respectivamente. Esta hexana comercial, segundo dados da
literatura, nao apresenta residuos de hidrocarbonetos
poliarométicos carcinogénicos na sua composicdo (RYDER & SULIVAN,
1962 e HOWARD et alii, 1866cC).

4.12- ESTIMATIVA DE INGESTAO DE BENZO(A)PIRENO ATRAVES DE OLEOS
VEGETAIS

Devide ac alto consumo de Oleos e gorduras, &sses

alimentos sio uma importante fonte de ingestaoc de HPAs na dieta
(DENNIS, et alii, 1983; HOFIA et alii, 1986; DE VO3 et alii, 1881}.
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Tabela 18. Teores de benzo{a)pireno {ug/Kg) em hexana "nova" e
"reprocessada®.

amostras®
Tipo a b c d X
noval 2,7 5,1 2.0 6,6 4,1
Yreproces- 1,0 3,3 n.og. n.g. 2,2

sada”

* o5 valores 580 média de duas repetices

n.g: nao guantificado (pico coeluido)

De acordo com HOPIA et alii, 1886, o consumo anual per
capita de dleos e gorduras na Finlandia, em 1982, era de 7,2 Kg
de margarinas, 11,3 Kg de manteiga, 0,8 Kg da mistura de manteiga e
6leos vegetais, 1,8 Kg de &leos vegetais e 1,3 Kg de banha. Com
base nos niveis de HPAs determinados nestes alimentos, o consumo
anual desses compostos ol calculadeo em 230 pg (0,6 ug
dia/pessoca), sendo gque a manteiga, margarina, olecs vegetals e a
mistura manteiga-dleo vegetal contribuem com respectivamente: 27,
160, 40 e 3 ug (HOPIA et alii, 18867,

Ne Brasil ndo existem dados relatives & ingestdo diaria
de obleos e azeites. Entretanto, c¢om base em dados de consumo
internc desses produtos, pode-se fazer uma estimativa da ingestio
diaria de B{a}P.

Segundo dados da Assoclacdo Brasileira das Indistrias de

Oleos Vegetals (ABIOVE} (comunicagdo pessoal), o consumo interno de
blec de soja é de 2.120.000 toneladas (previsdo 91/92) e para
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Figura 14. Cromatogramas por CLAE com detector de fluorescéncla de
hexana: {(a) "nova"; (b} “reprocessada". Coluna 0OD3,
25cm x 4,6 mm d.1i.; fase mdvel acetonitrila:Hp0 (8:2);

vazio 0,7 mL/min.
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azeites de oliva, o consumo anual per capita é de 100 mL (GERLACH,
1992} . Com bases nestes dados e, considerando o teor médio de B{aj}P
no 6leo de soja como sendo de 2,2 ug/Kg, a ingestéc didria e a
ingestéo anual de benzolalpireno por pessca seriam equivalentes &
6,02 e 31,1 pg, respectivamente. Para este cdlculo, estimou~se um
populacido de 150 milhGes de habitantes no Brasil, considerando-se
ainda que o 6leo, incluindo aquele gue é utilizado para frituras,
& consumido como tal.

Se supusermos que o consumo individual de oleo de milho
seja o mesmo que o de soja e, assumindo-se o valor de 10,8
#g/Kg como teor médic de Ba)P, os valores de ingestdes diaria e
anual por pessoa seriam, respectivamente, 0,4 e 152,6 ug.

No Brasil, como descrito anteriormente, © consumo apual
per capita de azeite de oliva é muito baixo (100 wmL), devido
principalmente ao elevado prego deste produto. Iste nos leva a
supor que uma peguena parcela da populagao conscme dquase que a
totalidade do azeite, implicando em um consumc individual bem mais
elevado. Na Itélia, por exemplo, o consumo anual per capita para
azeites & de 9,4 Kg {(BSSITOL, 1989, citado por MENICHINI et alii,
1991a}.

Com base nestas consideractes, pode-se fazer duas
aproximacdes: a primeira, utilizando o consumo oficial per capita,
e a segunda, baseada na estimativa do consumo de uma lata de 500 miL
ft~ 45%0 g) a cada trés meses por uma pessoca Jue utiliza azeite
reqgularmente nas refelcdes. Assim, o consumce oficial e o consumo
estimado de Bla)p, diario e anual, através deste alimento,
corresponderiam, respectivamente, a 0,003 e 1,1 pg e a 0,05 e 19,9
ng. Neste caso, fol considerado um teor médio de 10,9 ug/Kg de

B{a}P em azeite de oliva.

Comparando-se com dados da literatura de ingestdo diaria
de B(a)P para dietas totais (0,08 & 0,25 pg/Kg de Bla)P}, pode-se

76



observar que o8& 6leos nacionais contribuem com uma pProporgac
relativamente alta de B(a)P na dieta, especialmente o O6leo de
milho.

Devido ao menor consumc dos demals Gleos, e também pelo
fato de que ¢ nivel de contaminagao nestes 6leos ndoc ter sido
elevado, o calculo da ingestdo diédria nao foil realizado para o8
mesmos.

4.13- CONSIDERAGOES FINAIS

Em relacio as fontes de contaninagao estudadas, pode-se
observar que diferentes etapas do processamento de Olec vegetal
podem contribulr para a Sua contaminacio por HPAs. A malor
dificuldade reside em se identificar qual etapa & a principal

responsavel pela contaminagio.

Aparentemente, a secagenl dos grios aumenta pouco © teor
de HPAs, e estes podem ser removidos no processo de desodorizagao.
Por outro lado, & hexana, por Sse mostrar contaminada, nos leva a
supor que se trata de uma das principais fontes de contaminacio de

bleos vegetals por HPAS.

Como no Brasil ndo se utiliza carvao ativado no processo
de brangueamento, sugere-se as industrias de 6leo que controlem a
gualidade da hexana que & utilizada no processo, de modo a evitar

niveis elevades de HPAs em 6Glecs vegetais_nacionais.

Aos Hrgaos responsavels pela Saude puklica, recomenda-ge
que seja estudado, junto as inddstrias de 6leos, um programa de
orientacdo, alertando-as para a necessidade do controle do
processamento. Também & conveniente  que seja mantido um
monitoramento dos Sleos e azeites disponiveis no mercado, de medo a
evitar gque O consumidor esteia expoesto 2 produtos altamente

contaminados com HPAs.
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Para se wverificar a viabilidade deste tipo de anédlise
por drgdos publicos, estimou~se os custos dos reagentes utilizados
no presente trabalho.

Os custos da andlise estio apresentados na tabela 19. 0
valor por amostra estd na faixa de aproximadamente US$ 16. Este
valor naoc leva em consideracio os custos da coluna e pré-coluna
bem come dos equipamentos usades (bomba, injetor, forno, detector
¢ “integrador) e da sua manutenc@o. 0s custos apresentados foram
feitos através de um levantamento de pregos no mercado interno.
Uma reducdoc substancial nos custes poderia ser obtida importando-~
se o0s reagentes utilizados, caso haja isencdo das taxas para a
importacdo, como ocorre na Unicamp.

Tabela 19. Quantidade e custos dos reagentes utilizades para a
andlise de 10 amostras.

Reagente gquantidade usada Preco (USH)
acetonitrila 360 mkL 23.5%0
ciclohexano 3100 mL 91.50
dimetilformamida - 900 mL 26.10
silica gel 44 g 14.30
sulfato de sédio 50 g 1.50

Total= 156.90
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5~ CONCLUSOES

A maioria (65,6%) dos 6leos comerciais e azeites de oliva
analisados, disponiveis no comércic, encontram-se contaminados
com B{a)P, em niveis superiores ao limite referencial de 1 ng/Kg.

Entre os Oleos analisados, o &leo refinado de milho & o que
apresenta a malor contaminacio por B{a)P, com nivel médio de 10,8
ug/Kg, correspondente a 5 vezes O valor encontrado em oleo de

goja.

A maior contaminacio de &leos por E{al?P é encontrada em azeites

de cliva de origem argentina.

Azeites de oliva provenientes da Europa e embalados na origem
encontram-se menos contaminados por BlalP que o5 azeites de oliva
de origem eurcpéia embalados no Brasil, o8 quals apresentam
niveis de contaminagdo semelhante agqueles encontrados em azeltes

de oliva misto.

A hexana comercial, solvente comumente utilizado no processo de
extracaoc de oleos vegetals, apresenta-se contaminada com niveis
relativamente altos de B{alP, sugerindo sua participacdo na

contaminacido dos Oleos.

Os 6leos vegetals de soja e de milho contribuem em média com 0,08
e 0,4 pg de B{a)P na dieta total diaria do censumidor brasileiro,

regspectivamente.

Fm vista da contaminagdc por B(a)P detectada nos dleos e azeites
analisados, recomenda-se a0S 0¥YgHd0S responsaveis pela saude
publica gque seja iniciado um programa de fiscalizacao, de forma a
reduzir a exposigdo do consumidor prasileirc a hidrocarbonetos

poliaromaticos.
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