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RESUMO

No presente estudo foi monitorada a contaminacéo por benzo(a)pireno (B(a)P)
de 6leos de milho produzidos e comercializados no Brasil, e estudado o efeito
da secagem e moagem do grdo e do processamento do Oleo brutc na
contaminagao do dleo refinado. Foram também determinadas as concentragoes
de 8 hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) em produtos a base de dleo
Como margarinas, cremes vegetais e maioneses. A metodologia de analise dos
HPAs envolveu extracdo com ciclohexano, particdo liquido-liquido com
dimetilformamida, limpeza em coluna de silica gel e determinagdo por

cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia.

O monitoramento de diferentes amostras de 6leo de milho revelou a presenga de
benzo(a)pireno em todas as amostras analisadas, além de uma grande
variabilidade nos teores encontrados em diferentes lotes de mesma marca. De
49 amostras analisadas, somente uma apresentou nivel de contaminagéo por
B(a)P abaixo do limite referencial de 1 pg/kg. A investigacao da origem da
contaminagdo e variagdo nos niveis de B(a)P encontrados mostrou que a
secagem dos grdos de milho em secadores a lenha é uma das fontes de
contaminagdo enquanto que a moagem umida contribui para reduzir a
contaminagdo do dleo final. O uso de carvédo ativado a 0,2% como agente
clarificante revelou-se eficiente para remogdo dos HPAs, reduzindo o teor de

B(a)P de cerca de 30 ug/kg para niveis ndo detectaveis.

Os niveis de HPAs totais (fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno e dibenzo(a,h)-
antraceno) determinados em margarinas e cremes vegetais variaram na faixa de
1,11 a 7,06 uglkg, enquanto que as maioneses apresentaram valores na faixa
de 1,03 a 21,73 ug/kg, possivelmente refletindo a grande variabilidade de

contaminagdo dos 6leos vegetais empregados em sua formulagao.



SUMMARY

In the present study, the contamination by benzo(a)pyrene B(a)P of corn oils
produced and marketed in Brazil was monitored. The effect of the drying and
grinding processes of the com, and the refining process of the crude oil on
the contamination of the refined oil was also studied. Besides, eight polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHs) were determined in oil-based products such as
margarine, vegetable creams and mayonnaise. The methodology involived
extraction with cyclohexane, fiquid-liquid partition with dimethyiformamide,
cleaning in silica-get column and determination by high performance liquid

chromatography with fluorescence detection.

The analysis of diferents commercial samples corn oils revealed the presence of
benzo(a)pyrene in all samples and a high degree of variability in the amount
found in different batches of the same brand. Of 49 samples analyzed, only one
showed B(a)P level below the reference limit of 1 uglkg. The investigation of the
contamination’s origin and variation in the B(a)P levels demonstrated that the
drying of corn grains in firewood dryers is one of the sources of contamination,
while the humid grinding process contributes to reduce the oil contamination.
The use of activated charcoal as a clarificant agent has shown 0 be effective in
removing the PAHs from contaminated oils, reducing the B(a)P concentration

from about 30 ug/kg to non-detectable levels.

Total PAHs levels (fluoranthene, pyrene, benzo(a)anthracene, crysene,
benzo(b)fluoranthene, benzo(k)fiuoranthene, benzo(a)pyrene and
bemzo(a,h)anthracene) determined in margarines and vegetable creams ranged
from 1.11 to 7.06 ug/kg, while mayonnaise showed values ranging from 1.03 to
21. 73 mglkg, possibly reflecting the high variability in the contamination of the

used vegetable oils.



INTRODUGAO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) s&o uma classe de
substancias conhecidas por seu potencial carcinogénico, encontrando-se
amplamente distribuidos no meio ambiente. Estas substancias quimicas,
formadas por 2 ou mais anéis benzénicos ligados entre si, sao produtos da
degradacgdo de matérias organicas que sofreram reagbes de combustéo, pirdlise
ou pirossintese. As principais fontes de formacéo de HPAs envolvem atividade
vulcanica e queima de combustiveis fosseis. Os solos, a vegetacao, 0s alimentos
e as 4guas proximas as areas vulcanicas encontram-se, em geral, bastante
contaminados. Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos podem ainda ser
encontrados na fumaga do cigarro, no ambiente de casas com aquecedores a
lenha, no ambiente industrial, em rios, na agua do mar, em organismos aguaticos

tais como as algas, em 6leos minerais e em produtos refinados do petréleo.

No inicio deste século, pesquisas de toxicidade realizadas com animais de
laboratério comprovaram as fortes evidéncias de que algumas substancias
contidas no alcatrdo da hulha, na fuligem e no dleo de xisto causavam cancer.
Posteriormente, estas substancias foram identificadas como sendo o0s
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, dos guais o benzo(a)pireno (B(a)P) & o
mais estudado, apresentando comprovada agdo carcinogénica em animais de

experimentacéo.

A ocorréncia destes compostos em alimentos tem sido relacionada a
deposigéo de fuligem nas plantas, & polui¢éo atmosférica e ao processamento de
alimentos, como por exemplo, o processo de defumagéo de carnes e peixes. Os
HPAs estdo presentes em carnes e peixes defumados e em café torrado, assim

como em produtos do mar, vegetais, ¢leos, graos, frutas, cereais e uisque.



Estudos conduzidos com o objetivo de verificar a ocorréncia e 0s niveis
destes contaminantes naturais no ambiente tém demonstrado que a cadeia
alimentar é responséavel por aproximadamente 97% da exposicéo humana diaria
ao benzo(a)pireno (B(a)P). Outras pesquisas revelaram ainda que o grupo de
alimentos que mais contribui para a ingestdo de HPAs na Inglaterra é
representado pelos cereais, cuja incidéncia na dieta diaria da populagaoc ¢ alta,
seguido pela ciasse de dleos e gorduras, por apresentarem niveis de
contaminagdo relativamente mais elevados, além de serem utilizados na

formulacédo de outros alimentos.

Pesquisas conduzidas em outros paises tém identificado o grupo dos
dleos e gorduras como importante fonte de ingest&o de HPAs. Estudos recentes
realizados no Brasil evidenciaram que os Oleos vegetais disponiveis no
comércio, em particular 6leos de milho, encontravam-se contaminados com
niveis relativamente elevados de B(a)P, ndo existindo informagbes sobre as
possiveis fontes de contaminag&o. Dados sobre a contaminagdo de outros

alimentos gordurosos néo se encontram disponiveis.



OBJETIVOS

Em vista do potencial carcinogénico dos HPAs e do risco a saude humana

por exposicéo a estes compostos na dieta, 0s objetivos do presente estudo foram:

a) monitorar a contaminagéo por B(a)P em amostras de éleo de milho produzidos

e comercializados no Brasil no periodo de 1983 a 1995;

b) estudar a influéncia do processo de secagem do gréo de mitho e do processo
de refino na contaminagéo do 6leo de milho por B(a)P, identificando as possiveis

fontes de contaminacao;

¢) estimar a contaminag&o, por alguns hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, de
margarinas, cremes vegetais, halvarinas e maioneses produzidos e

comercializados no Brasil.



Capitulo 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA



Ha muito tempo o homem vem observando uma alta incidéncia de cancer
em trabalhadores de diversas atividades. Em 1775, inimeros casos de cancer em
limpadores de chaminé levaram o médico inglés PERCIVAL POTT a atribuir a
atividade ocupacional a principal causa de cancer de escroto nestes
trabalhadores (SCHAAD, 1970; WALKER,1977; WEISBURGER & WILLIANS,
1980; VAESSEN et alii; 1984; DIPPLE, et alii, 1984).

Embora se suspeitasse que © contato com determinadas substancias
estivesse intimamente ligado ao aparecimento de doengas, o potencial
carcinogénico do alcatréo da hulha sé foi comprovado com o trabalho conduzido
por YAMAGIWA & YCHIGAWA em 1912, citado por WALKER (1977), os quais,
apos a aplicacéo de alcatrdo em orethas de coelhos, observaram o aparecimento

de tumores no local.

Entretanto, 6 na década seguinte foi isolado do alcatrao o principal e mais
estudado representante da classe dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs), o benzo(a)pireno (B(a)P) (COOK et alii, 1933). Outros HPAs
identificados foram o perileno, o benzo(a)antraceno e o benzo(e)pireno, os guais
posteriormente demonstraram propriedades carcinogénicas e mutagénicas
(BINGHAM & FALK, 1969; SCHAAD, 1970; IARC, 1983; PHILLIPS, 1983;
VAESSEN et alii, 1984).

O potencial carcinogénico comprovado de alguns HPAs (IARC, 1983) tem
despertado o interesse de pesquisadores na identificacéo e quantificac&o das
provaveis fontes de exposigdo humana a esses compostos altamente estaveis,
que se encontram amplamente distribuidos no meio ambiente em baixas
concentragdes (WELLING & KAANDORP, 1986; LARSON et alii, 1987; SPEER et
alii, 1990).

Embora os alimentos sejam responsaveis por grande parte da exposi¢ao
humana aos HPAs, a ocorréncia destes contaminantes ndo se limita somente aos
alimentos. Qutras pesquisas tém demonstrado sua presenca em rios, mares e

algas, em solos e sedimentos, no cigarro e sua fumaga, no ar e sedimentos de



lavas vulcanicas (GRIMMER & HILDEBRANDT, 1965, HOWARD & FAZIO, 1980;
PERERA, F., 1996; WELLING & KAANDORP, 1986; SPEER et alii, 1990).

1.1. Formagao, Estrutura Quimica e Propriedades Fisicoquimicas dos HPAs

Em geral, os HPAs s&o formados em processos de combustéo incompleta
como subprodutos do processamento de matérias organicas, envolvendo reagbes
de pirdlise, com a formacéo de estruturas menores, normalmente radicais livres, e
pirossintese, quando os compostos formados na pirdlise se recombinam
formando estruturas relativamente estéveis. A carbonizacdo de madeiras e a
queima de combustiveis fosseis, envolvendo reacdes semelhantes, também
podem resultar na formagé&o de HPAs (DUNN & ARMOUR 1980; IARC, 1983;
IZMERQV eds., 1983; VAESSEN et alii, 1988). Estes compostos organicos SA0
formados pela fusdo de 2 ou mais anéis benzénicos, podendo ou ndo ter grupos
substituintes ligados (Figura 1) (LO & SANDI, 1978).

Os HPAs sao substancias com elevada afinidade por solventes organicos
e baixa solubilidade em &gua, sendo que a presenca de detergentes anionicos e
outros compostos organicos podem aumentar sua solubilidade em agua,
facilitando sua distribuicio para o meio ambiente e cadeia alimentar (ANDELMAN
& SUESS, 1970).

Apesar dos HPAs serem bastante sensiveis a luz e ao oxigénio, séo
encontrados em grandes quantidades contaminando o ar, a agua e os alimentos,
principaimente em regides poluidas e proximas de grandes centros urbanos. A
degradacdo destes contaminantes é diretamente proporcional a quantidade de
luz e a concentracdo de oxigénio presente no ambiente (ANDELMAN & SUESS,
1970; LOW et alii, 1987).
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Figura 1 - Estrutura quimica de alguns hidrocarbonetos policiclicos aromaticos.

1.2. Aspectos Toxicolégicos

1.2.1. Absorgao e Distribui¢ao

Os seres vivos estéo expostos aos HPAs principalmente pela ingestao de
alimentos e 4gua contaminada, embora a inalagéo de aerossdis e a absorgéo por
contato direto com estas substéncias também sejam vias potenciais de entrada
no organismo (IARC, 1983).



Os efeitos bioldgicos de xenobidticos séo determinados tanto pela
dinamica de absorcéo, distribuigéo, metabolizagéo e excregéo, como pelas suas
propriedades quimicas intrinsecas. A toxicidade dos HPAs estd diretamente
relacionada aos seus metabdlitos intermedidrios, apds sua biotransformagéo por
sistemas enzimaticos especificos (JERINA et alii, 1978; HERNDON, 1981,
COONEY, 1982; DIPPLE et alii, 1984). Embora muitos HPAs sejam reconhecidos
como poluentes do meio ambiente & potentes carcinogenos, sua absorcéo,

distribuicao e excregao ainda n&o estéo bem estabelecidas.

Os hidrocarbonetos s&o substéncias apolares, o que possibilita uma rapida
passagem através das membranas de constituicdo lipoprotéica. Assim, apods a
ingest&o de alimentos contaminados, 0s HPAs sao absorvidos através da mucosa
intestinal por difus&o passiva, obedecendo a uma cinética de primeira ordem em
sua distribuicdo. A passagem destas substancias do sangue para os tecidos e
érgdos é bastante répida : apbs dez minutos de uma injecéo intra-venosa, o
benzo(a)pireno ndo & mais detectado no sangue. AOC mesmo tempo que 0s niveis
sanglineos de B{a)P decrescem, 0s niveis biliares de seus metabdlitos

aumentam rapidamente (KOTIN et alii, 1959).

Estudos realizados por HEILDERBERGER & WEISS (1951) indicaram que
os hidrocarbonetos detectados no sangue podem ser encontrados na maioria dos
6rgdos até horas depois da administracdo. Os autores constataram que 0S
principais locais de depdsito s&o as células mamarias e outros tecidos adiposos,
onde sd0 encontrados em quantidades relativamente altas, resultante

provavelmente de uma lenta metabolizag&o.

1.2.2. Biotransformacgao

O metabolismo de HPAs tém sido objeto de varios estudos (MARNETT &
REED, 1977; THAKKER et alii, 1977; MARNETT & REED, 1979; JERINA et ali,
1980: COONEY, 1982; SIMS, 1982; LEVIN et alii, 1982).



Os HPAs, assim como muitos pro-carcindgenos ambientais s&o
substancias quimicamente ndo reativas e seus efeitos adversos sdo mediados
por metabolitos eletrofilicos capazes de interagirem covalentemente com
macromoléculas tais como o DNA (WEISBURGER & WILLIANS, 1980;
PHILLIPS, 1983). Em geral, o benzo(a)pireno tem sido utilizado como modelo no

entendimento deste processo (JERINA et alii, 1980).

A acdo toxica dos hidrocarbonetos s6 ocorre apds biotransformagio por
sistemas enzimaticos especificos, do qual participam principalmente as oxidases
de fungdo mista do citocromo P450 (JERINA et alii, 1978; IARC, 1983). Na
presenca de NaDH e NADPH e oxigénio molecular, estes compostos s&o
transformados em substancias mais polares pela introdugéo de um radical epoxi
ou hidroxi, sendo entdo metabolizados estereoespecificamente pelas epoxido-
hidrolases, gerando intermediarios que s&o biotransformades
esteroseletivamente pelo citocromo P450 no metabdlico ativo (JERINA et alii,
1978; DIPPLE et alii, 1984).

Um dos fatores que tornam ainda mais complexo o estudo do
metabolismo dos hidrocarbonetos é a possibilidade de formagao de metabdlitos
opticamente ativos. O B(a)P, por exemplo, pode dar origem aos metabdlitos 7,8-
diol-9,10-epéxidos  (Figura 2) (THAKKER et alii, 1977). O diidrodiol
predominante é metabolizado inicialmente ao isdbmero epbxido diol, (+)-BP 7,8-
diol-9,10-epéxido, Unico metabdlito com alta atividade tumoral, encontrado
predominantemente ligado covalentemente ao DNA em uma variedade de

células de mamiferos e outros organismos expostos ao benzo(a)pireno.

1.2.3. Carcinogenicidade

Segundo a IARC (1983), existem evidéncias suficientes de
carcinogenicidade em animais experimentais para benzo(a)antraceno (B(a)A),

benzo(b)fluoranteno (B(b)F), benzo(a)pireno B(a)P, dibenzo{ah)antraceno
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Figura 2 - Formagéo dos metabdlitos 7.8-diol-9,10-epbxidos do benzo(a)pireno
(THAKKER et alii, 1977).

(D(a,h)A), benzo(k)flucranteno (B(k)F), enquanto que para outros HPAs, como 0

criseno, existem evidéncias limitadas de carcinogenicidade.

O benzo(a)pireno tém sido utilizado como modelo dos HPAs nos estudos
do mecanismo de carcinogenicidade em tecidos humanos, e a utilizacéo de seus
metabélitos sintéticos também tém permitido estudos do metabolismo, de

mutagenicidade e de carcinogenicidade “in vitro” e “in vivo”.

Testes de embriotoxicidade e teratogenicidade do B(a)P foram positivos
em ratos, revelando também redug@o na fertilidade de machos e fémeas. O
B(a)P também demonstrou ser ativo em testes de reparacdo do DNA de
bactérias, mutagdo bacteriana e na indu¢ao bacteriofagica, enquanto que 0s

testes in vivo em mamiferos resultaram na troca de cromatides irmas incluindo
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ligagdo ao DNA, aberragbes cromossomicas, anormalidades nos espermas e

focos de especificidade somética (IARC, 1983).

Estudos in vitro sobre a toxicidade reprodutiva e teratogénese n&o foram
conclusivos para o benzo(a)antraceno, embora tenha sido demonstrada sua
mutagenicidade para Drosophila melanogaster e para Salmonella typhimurium
na presenca de sistema metabdlico exageno. Embora n&o exista na literatura
dados de teratogénese para os hidrocarbonetos benzo(b)fluorantenc e
benzo(k)fluoranteno, estes compostos revelaram-se carcinogénicos em animais
de laboratério, enquanto que © criseno mostrou atividade como iniciador,
promotor de tumores em animais de laboratdrio € mutagénico em ensaios com &

Salmonelia typhimurium (IARC, 1983).

A atividade carcinogénica dos HPAs, segundo alguns autores, esta
intimamente relacionada com um local comum em sua estrutura, denominado de
“bay region” (Figura 3) (JERINA et alii, 1978, HERNDON, 1981, COONEY,
1982). A regi&o angular formada entre o anel benzénico e a parte linear da
cadeia propicia a formagdo do ion carbdnio, ativando a molécula. Diversos
trabalhos tém demonstrado a importancia desta regido na formac&o do ion
carbdnio. Segundo 0s autores, a abertura do anel benzénico para formagéc do
fon carbonio ocorre com maior facilidade quando os diidrodiol-epdxidos s&o
formados em anéis benzénicos saturados adjacentes a uma “bay region”. A
interacdo dos diol-epdxidos do B(a)P com o DNA e polinuclectideos ocorre
principalmente entre o C-10 do B(a)P & 0 grupo exociclico 2-amino da guanina
(COONEY, 1982; PHILLIPS, 1983; DIPPLE et alii, 1984).

A hipétese da “bay region” no mecanismo de formacdo do diol-epoxido
ndo é a unica via de biotransformagdo proposta para os HPAs. Outra
possibilidade de toxificagdo é a oxidacéo do benzo(a)pireno no C-6, uma vez
que as quinonas que podem se formar por esta via exercem sua atividade nos
ciclos de oxi-redugéo, sendo as responséveis por danos celulares (PELKONEN
& NEBERT, 1982).

11
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Figura 3 - “Bay region” de alguns hidrocarbonetos policiclicos aromaticos.

Na presenca de glutationa-S-transferases, 0s metabdlitos hidroxilados podem
sofrer conjugacdo com o acido glucurdnico, transformando-se em moléculas
mais hidrossoluveis e faciimente eliminadas (PHILLIPS, 1983; DIPPLE et alii,
1984).

1.2.4. Eliminagao

Apés a metabolizagdo, os HPAs s30 removidos do organismo
principalmente  por  excrecdo hepatobiliar e eliminagdo pelas fezes,
indiferentemente da rota inicial de administrag&o. Apds a biotransformagéo dos

hidrocarbonetos , 70 a 75% dos metabolitos sé&o excretados por via hepatobiliar,
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enquanto que apenas 4 a 12 % séo eliminados pela urina. Estudos revelaram

também que:
a) nao ha evidéncias de que 0 benzo(a)pireno seja eliminado pelo ar expirado,
b) menos que 1% do benzo(a)pireno recuperado na bile ndo é metabolizado;

¢c) a média de excrego biliar de benzo{a)pireno torna-se saturada na dose

intravenosa de 750 ng/kg,

d) a canulagdo do ducto biliar reduz pela metade a excregdo urindria de
metabélitos de benzo(a)pireno, sugerindo a possibilidade de circulagao
enterohepatica (KOTIN, 1959; LARSEN, 1991). Neste ciclo, antes de atingirem a
circulacdo sistémica, os metabdlitos absorvidos do trato gastrointestinal entram

no figado via circulagéo portal.

A importancia da metabolizagdo e excrecéo hepatobiliar para a
eliminacdo dos HPAs sugere que a administracdo oral de hidrocarbonetos
poderia resultar no aumento das médias de excregdo e menores niveis
tissulares, em relacé@o as rotas de administragdo nas guais o hidrocarboneto
atinge a circulagéo sistémica sem a primeira passagem através do figado
(KOTIN, 1958).

Estudos conduzidos por AITIO (1974) revelaram que 82% de uma dose
administrada oralmente de 3-metil-cloro-antraceno foram excretados em 24
horas, enquanto que somente 30% de uma dose administrada
intraperitonialmente foram excretados em 72 horas. O autor também observou,
em estudos conduzidos em camundongos, que ap6s a administragao
intragéstrica de 3-metil-cloro-antraceno ocorria uma rapida inducéo do sistema
das monooxigenases de fung@o mista na mucosa intestinal, bem como no

figado.

1.3. Estudos Epidemiolégicos
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Vérios estudos tem procurado estabelecer uma relagéo entre cancer €
dietas especificas. DUNGAL (1961) foi pioneiro em tentar correlacionar a dieta
basica da Isiandia, que consiste em grande parte de peixes e carnes defumadas,
com uma alta incidéncia de cancer de estdmago na populagao. Embora os
habitantes daquele pais se alimentassem diariamente de grandes quantidades
de alimentos defumados, que continham niveis elevados de HPAs
carcinogénicos, como B(a)P, os resultados dos estudos ndo foram conclusivos,
apesar das fortes evidéncias de que seriam os HPAs o agente causal.
Pesquisas conduzidas por outros autores (HAENNI, 1968; THORSTEINSSON &
THORDARSON, 1968; ENGST & FRITZ, 1975) também nao puderam comprovar
qual ou quais substancias eram responsaveis pela carcinogenicidade, ja que
outros compostos carcinogénicos, como as N-nitrosaminas, estdo também

presentes em pequenas gquantidades em produtos defumados.

Estudos semelhantes foram realizados por MASUDA et alii (1966) em
relacdo a incidéncia de cancer de estbmago na populagéo japonesa e o habito
de se alimentarem com peixes defumados, e por IZMEROV (1983) na Russia.

Em ambos os casos, as evidéncias de carcinogenicidade nao foram conclusivas.

A determinacdo da causa de cancer em humanos & extremamente dificil,
pois © homem estéd exposto diariamente as mais variadas substancias com
potencial téxico. O cancer € uma doenca que se manifesta principalmente
depois da meia-idade e esta particularmente ligado & exposicao cronica a
pequenas quantidades de carcindgenos quimicos (WALTTENBERG, 1978).
Além disso, é muito dificil estabelecer a dose de determinada substancia que &
cancerigena em humanos a partir de uma extrapolagdo de dados de estudos
realizados em animais de laboratério. Segundo a IARC (1983), os compostos
para os quais existem evidéncias ou suspeitas de carcinogenicidade em animais
devem ser controlados, uma vez que representam um Trisco potencial para

humanos.

1.4. Alimentos como Fontes de Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos
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A presenca de HPAs em alimentos parece estar relacionada
principalmente com a poluigéo ambiental, podendo ter origem natural ou n&o.
Entre as fontes naturais, incluem-se incéndios em florestas e a conversao da
biomassa do petrélec e do carvéo (GUNTHER et alij, 1967; LARSSON, 1986).
Entre as fontes ndo naturais, estdo os aquecedores & gas ou madeira, utilizados
tanto em residéncias como em inddstrias, os gases provenientes dos
escapamentos dos carros, alguns processos industriais aos quais os alimentos
sfo submetidos, tais como a defumagéo, a secagem direta, a torrefacéo e
alguns tipos de cozimento (TIEFENBACHER et alii, 1982; LARSSON, 1982).
HOPIA et alii (1986) sugeriram que O processo de secagem dos gréos poderia
estar contribuindo para o aumento dos tecres de HPAs em produtos como os

6leos vegetais e as margarinas.

Alimentos como peixes, algas e ostras sdo expostos aos HPAs através
dos efluentes industriais (VASSILAROS, et alii, 1982), enquanto que as frutas e
verduras sdo contaminadas devido ac cultivo em regides industrializadas ou
proximas de estradas (LARSSON, 1982).

Segundo HATTERMER-FREY & TRAVIS (1991), a cadeia alimentar é
responséavel por aproximadamente 97% da exposicdo humana diéria total ao
benzo(a)pireno e parece contribuir com os niveis mais altos. Os niveis de HPAs
totais encontrados nos alimentos podem variar desde < 0,1 pgkg ate 3700

uglkg, como determinado por LARSSON et alii (1987) em o6leo bruto de coco.

SANTODONATO et alii (1980) também ressaltaram a importancia dos
alimentos como fonte de exposicdo aocs HPAs. Segundo os autores, a ingestao
didria de B(a)P nos EUA varia entre 0,16 ¢ 1,6 pg/dia, enquanto que na Holanda

a ingestéo didria estimada éde 1,1 a 22,5 ug / pessoa (VAESSEN et alii, 1984).

A diversidade de habitos alimentares tém estimulado a quantificagéo
destes carcinogenos em diferentes alimentos tipicos de cada pais ou regiao

(LODOVICI et alii, 1995). Alimentos como carnes € peixes defumados, e também
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o churrasco, podem estar contaminados por grandes quantidades de HPAs, como
demonstrado nos estudos conduzidos por BAILEY & DUNGAL (1958);
THORSTEINSSON & THORDARSON (1968); LIJINSKI & SHUBIK (1964);
TIENFENBACHER et alii (1982); NOLL & TOLEDO (1997).

Pesquisas desenvolvidas na Islandia por BAILEY & DUNGAL (1958)
revelaram a presencga de 2,1 e 1,3 ug/kg de B(a)P em trutas e carne de carneiro

defumados e de 0,5 a 0,3 ug/kg em bacalhau e peixe vermelho, respectivamente.

A maior contribuicdo de HPAs na dieta, segundo estudo conduzido por
DENNIS et alii (1983) e de VOS et alii (1990), parece vir dos 6leos e gorduras &
dos cereais. Segundo DENNIS et alii (1983), os cereais, embora apresentem
niveis de HPAs relativamente mais baixos que os biecs e gorduras, representam
a principal fonte de exposi¢éo devido a seu fator de contribuicdo na dieta total
inglesa, seguidos pelos 6leos e gorduras que, embora consumidos em menor

quantidade, contém altos niveis de HPAs.

Os diferentes habitos alimentares na ltalia em relagéo a outros paises da
Europa também levaram LODOVICI et alii (1995) a analisar os alimentos mais
consumidos naquele pais quanto ao teor de HPAs e a avaliar a contribuigéo da
dieta basica daquela populagdo, composta principaimente de leite, iogurte e
paes, para a ingestao de HPAs. Os resultados indicaram niveis de HPAs totais de
3,12 uglkg em leite e iogurtes e de 1,65 ug/kg para paes. Em frutas e vegetais, os
niveis médios encontrados foram 0,64 ng/kg e 14,0 ug/kg, respectivamente.
Embora a maior contaminagédo tenha sido encontrada em carne assada como
churrasco (42,11 nglkg), sua contribuicdo para a ingestdo de HPAs totais,
estimada em 3 pg/dia para uma dieta tipica italiana, foi considerada pequena,

devido a seu baixo consumo pela populagao.

No Brasil, NOLL & TOLEDQ (1995) avaliaram a contaminagéo por HPAs
de carnes, frangos e linglicas assadas em churrasqueiras caseiras e sua
contribuicdo para a ingestéo didria desses compostos. Segundo os autores,

considerando-se que um adulto consome em média 3 asinhas de frango (85 g de
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carne), 200g de picanha e 100g de linguica em um churrasco tipico, 0 consumo
de B(a)P nesta refeicéo seria em média 1,35 ug/kg, ou 5,40 pg/kg, somando-se

os cinco hidrocarbonetos carcinogénicos analisados.

1.5. Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em Oleos, Gorduras e

Derivados

Os primeiros trabalhos relatando a contaminagéo de alimentos gordurosos
por HPAs foram realizados por JUNG & MORAND (1962,1963 e 1964) em azeites
de oliva, utilizando a técnica de espectroscopia de fluorescéncia. Nestes
trabalhos, os HPAs foram apenas identificados, nédo tendo sido realizada sua
quantificagdo. Em um trabalho publicado em 1965, CIUSA et alii, que também
analisaram azeites de oliva, detectaram por método semi-quantitativo a presenca

de varios HPAs, exceto B(a)P.

BORNEFF & FABIAN (1966), utilizando a técnica de espectroscopia de
UV-VIS, encontraram niveis de até 1 ug/kg de benzo(a)pireno em dleos e
gorduras, enguanto que SWALLOW (1976), empregando a cromatografia gasosa
no estudo da contaminacdo de azeites de oliva, amendoim, soja, mitho e coco,

encontraram niveis de B(a)P de até 9 ng/kg.

Os estudos de HOWARD et alii (1966) revelaram niveis de contaminagao
em oleos vegetais mais aitos do que os valores reportados por BORNEFF &
FABIAN (1966). Os autores analisaram 6leo de amendoim, 6leo de milho, azeites
e margarinas, e os niveis de HPAs totais encontrados foram de 7,3; 9,5; 5,6, 8,2 e
8.7 uglkg, respectivamente. O resultado deste trabalho possibilitou o
desenvolvimento de um método de andlise quantitativa oficial para determinagéc

de HPAs em dleos vegetais processados nos Estados Unidos (método da AOAC).
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JOE et alii (1979) analisaram posteriormente os mesmos 6lecs estudados
por HOWARD et alii (1966), encontrando teores de HPAs totais maiores do que
aqueles determinados no primeiro estudo. As amostras analisadas revelaram
niveis de 23.4: 2,6 e 21,4 ug HPAs totais /kg para os dleos de amendoim, milho e

azeites, respectivamente.

VAN HEDDEGHEM et alii (1980) encontraram teor médio de B(a)P de 0,74
ng/kg em dleos e gorduras. Os autores consideraram que, embora a quantidade
de HPAs nos alimentos em geral fosse pequena, a alta incidéncia dos éleos e
gorduras na composicdo de varios alimentos poderia contribuir para o aumento

do seu teor total de HPAs.

LAWRENCE & WEBER (1984) analisaram amostras de alimentos de
origem vegetal, cuja contaminagdo por HPAs tém sido atribuida a polui¢do
ambiental e & secagem direta dos gréos. Entre as amostras de Oleos vegetais
analisadas neste trabalho, os 6leos de canola continham niveis minimos de HPAs
carcinogénicos (0,1 pg/kg), enguanto que os Oleos de scja e de milho
apresentaram niveis  significativamente maiores, de 24 e 46 ugkg,

respectivamente.

Segundo DENNIS et alii (1991) cerca de 80% da ingestdo diaria de HPAs
vem do grupo de alimentos formados pelos cereais, como pao, biscoitos e bolos,
e do grupo dos dleos e gorduras, que por sua vez é constituido por diversos
alimentos (70% s&o margarinas, 11% oleos e 9% banhas). Estes autores
detectaram nivel médio de B(a)P igual a 1,29 uglkg em bleos vegetais e de 2,2
ug/kg em produtos derivados de cereais com alto teor de Oleos vegetais,
sugerindo que os dleos comestiveis podem contribuir para o incremento do teor
de HPAs nestes produtos. As amostras de Gleos vegetais analisadas neste

estudo mostraram variagdes nos niveis de contaminagéo de até 20 vezes.

Os altos niveis de HPAs em 6leos brutos também levaram LARSSON et alii
(1987) a verificar a influéncia do processo de refino na contaminacéo de oleos

vegetais. A pesquisa verificou que algumas amostras de 6leos brutos de soja,
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canola e coco estavam contaminados com altos teores de hidrocarbonetos (34 a
3700 pglkg), os quais foram reduzidos para 2 a 59 uglkg ap6s etapas de
clarificacdo e desodorizac@o. Estas etapas do processo de refino ndo
demostraram ser eficientes na eliminagdo dos hidrocarbonetos de pesos
moleculares mais altos, contendo 4 ou mais anéis. Os resultados obtidos por
estes pesquisadores estéo de acordo com os estudo conduzidos por DENNIS et
alii (1991) que, apbs analisarem amostras de éleos de canola, soja, peixe e
milho, concluiram que o processo de refino reduzia o teor dos hidrocarbonetos
fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno criseno. Entretanto, os niveis de HPAs
de maior peso molecular mantiveram-se muito proximos daqueles determinados
antes do processo de refino. As quantidades de B(a)P e HPAs totais no dleo de
coco bruto variaram de 20 a 34 pglkg e de 2600 a 3700 ug/kg, respectivamente,
enquanto que nos 6leos desodorizados correspondentes variaram de <0,1a0,3

nglkg e de 2 a 59 ug/kg, respectivamente.

A remocdo de HPAs de Gleos vegetais foi inicialmente proposta por
BIERNOTH & ROST (1967), que analisaram 13 HPAs em amostras de Gleos
vegetais em vérias fases do processo de refino. Os autores concluiram que a
adicao de carvéo ativado na etapa de clarificagéo, combinado com O Processo
de desodorizagdo, eram particularmente eficazes na remocéo de HPAs de alto
peso molecular. A reducdo na quantidade total de HPAs presentes no 6leo de
coco, observada pelos autores foi, de 1923 ug/kg para 13 ug/kg. Alguns modelos
similares de remogéo de HPAs durante o refino tem sido relatados por outros
autores (THOMAS, 1982; LARSSON et alii. 1987; SAGREDOS et alii, 1988)

As quantidades de HPAs encontradas em alguns Oleos vegetais tém
incentivado diversos pesquisadores a monitorarem os 6éleos mais consumidos
em seus paises, e 0s estudos desenvolvidos t&m revelado uma grande variagao
nos niveis encontrados nos oleos de mesma origem vegetal, amostrados em

épocas distintas (Tabela 1}).

Os dieos vegetais holandeses revelaram valores entre 0,3 e 26,1 pglkg de
benzo(a)pireno (WELLING & KAANDORP, 1986), enquanic que SPEER &
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Tabela 01- Teor de B(a)P (ug/kg) em Gleos vegetais

OLEOS VEGETAIS Referéncias Bibliograficas
Soja Milho Algoddo  Coco Amendoim Oliva Girassol
17 - - - - - 10,6  GRIMMER & HILDEBRANDT, 1967
12-15 04-10 04-04 - - 04-05 - HOWARD & FAZIO, 1969
<0,5 2,0 - 7,0 9,0 2,0 8,0 SWALLOW, 1976
. n.d. - - n.d. n.d. - JOE et alii, 1979
28,45 - - - 10,69 - 105,74 - 1,51 KOLAROVIC & TRAITLER, 1982
0,2 - 0,3 - - - - LAWRENCE & WEBER, 1984
0,74- 1,3 0,02 - 0,2 - n.d. n.d. HOPIA et alii, 1986
- 0,5 - 26,1 - . - 0,8 0,3-19  WELLING & KAANDORF, 1986
05-13 04-127 02 08-274 12-170 2.2 0,1-13 STIUVE & HISCHENHUBER, 1987
0,3-1,1 - - <0,1-0,3 03-13 - - LARSSON et alii, 1987
- 0,5-2,3 - - - 02-12 <01-0,8 SPEER & MONTAG, 1988
- 05-2,3 - - - 02-12 <01-08 SPEER et alii, 1990
098-539 1,51-5,18 - - - - - DENNIS et alii, 1891
- - - - - n.d. - 164,4 - PUPIN & TOLEDO, 1998a
nd.-45 16-589 - - - - nd.-2,2 PUPIN & TOLEDO, 1996b

n.d. - ndo detectado
(-) ndo disponivel



MONTAG (1988) encontram niveis < 0,1 a 4,1 pglkg para amostras de oleo

comestivel da Alemanha.

Os maiores teores de HPAs encontrados em éleos vegetais foram
relatados por STIJVE & HISCHENHUNBER (1987). As quantidades de B(a)P
encontradas por estes pesquisadores foram de até 170 ug/kg, em uma amostra

de dleo de amendoim.

A contaminagéo de margarinas, manteigas e éleos vegetais por HPAs de
origem Finlandesa foi estudada por HOPIA et alii (1986), que encontraram niveis
de B{a)P na faixa de 0,02 a 2,2 pg/kg em margarinas e gorduras vegetais,
enquanto que os estudos de DENNIS et alii (1991) revelaram concentragbes de

B(a)P de 0,19 a 6,0 ug/kg em 19 amostras de margarinas e cremes vegetais

analisados.

Até o presente, ndo existem dados sobre a contribuicdo da dieta tipica
brasileira para a exposi¢io humana a HPAs e poucos estudos foram realizados
para avaliar a contaminagdo de alimentos brasileiros por estes compostos
(NOLL & TOLEDO, 1995; NOLL & TOLEDO, 1997, PUPIN & TOLEDO, 1996a,
PUPIN & TOLEDO 1996b).

Com base no consumo brasileiro interno de dleos vegetais, PUPIN &
TOLEDO (1996b), estimaram que oleos de soja e milho contribuem,
respectivamente, com 2,2 ug/kg & 10,8 pglkg para a ingest&o diéria de B(a)P. O
estudo revelou ainda que os dleos vegetais disponiveis no comércio estavam
contaminados com niveis de B(a)P na faixa de néo detectado (< 0,5 pg/kg ) até

58,9 ug/kg, determinados em dleos de milho.

A contaminagdo encontrada por estes pesquisadores nos oOleos
analisados e, em particular no 6lec de miiho, foi superior aquelas reportadas em
outras pesquisas, revelando também grande variagio entre diferentes lotes da

mesma marca.
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1.6. Métodos de Identificagé@o e Quantificagao

Desde a descoberta do potencial carcinogénico dos HPAs, varios
pesquisadores tém dedicado seus estudos ao desenvolvimento de métodos de
extragdo e quantificagéo, adaptando-os aos diferentes alimentos. As
metodologias mais empregadas para a analise de HPAs sdo, na verdade, um
conjunto de técnicas que tém por objetivo extrair estes contaminanies de
matrizes complexas, como é o caso dos alimentos, purificar os extratos obtidos
de possiveis interferentes, tais como proteinas, gorduras e carotendides e,

finalmente, quantifica-los. (JOE et alii, 1984).

Os métodos que tém sido utilizados na extracdo destes contaminantes
empregam diferentes solventes, podendo incluir ou nao uma etapa de
saponificagdo (GRIMMER & BOHNKE, 1975: LARSSON, 1982; LAWRENCE &
WEBER, 1984; SAGREDOS et alii, 1981). A saponificagao, segundo GRIMMER
& BOHNKE (1975), pode aumentar em até 60% a recuperagio de HPAs, sendo
usada principaimente para alimentos ricos em proteinas. Os autores que
utilizaram a etapa de saponificacao metandlica concluiram que os HPAs
poderiam se ligar adsortivamente a estruturas moleculares ndo destrutivas,
como os lipideos e as proteinas, caso o processo de extracéo ndo incluisse a
etapa de saponificagéo. Outros autores, cOmo HOWARD et alii, 1966; STIJVE &
HISCHENHUNBER, 1987; de VOS et alii, 1990, que também fizeram uso da
técnica de saponificagdo, utilizaram uma solucdo etandlica de hidroxido de

sodio.

Alguns métodos de extragéo podem nao incluir a etapa de saponificagéo,
sendo a amostra colocada diretamente em contato com o solvente organico
(LIJINSK! & SHUBIK, 1964). Os solventes organicos mais utilizados na extragao
de HPAs s3o o ciclohexano (BAILEY & DUNGAL, 1958: GRIMMER & BOHNKE,
1975. LAWRENCE & WEBER, 1984, SAGREDOQOS et alii, 1981), o isooctano
(HOWARD et alii, 1966, DENNIS et alii. 1983), o hexano (LIJINSKi & SHUBIK,
1964; SAITO et alii, 1978) e o triclorofluoroetano (GRIMMER & JACOB, 1987).
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Apos a extragdo dos hidrocarbonetos, € necessaria a purificagéo para
retirada de interferentes, ja que os alimentos s80 matrizes complexas e outros
compostos podem estar dissolvidos no extrato obtido (JOE et alii, 1984). O
procedimento utilizado na purificagdo das amostras envolve em geral uma etapa
de particdo, possibilitando a separagao dos HPAs da gordura, por afinidade com
solventes como a dimetilformamida (DMF) (GRIMMER & BOHNKE, 1975;
LARSSON, 1982} ou o dimetilsulfoxido (DMSO) (HOWARD et ali, 1966;
DENNIS et alii, 1983; LAWRENCE & WEBER, 1984).

A maioria dos métodos propostos na literatura para extragdo de
alimentos gordurosos como 6lecs € gorduras nao utiliza processos prévios de
saponificagéo, dissolvendo-os diretamente em solventes como o ciclohexano. A
limpeza das amostras pode ser realizada com coluna de silica gel (15% agua) e
Sephadex LH20, e a deteccdo por cromatografia gasosa com detector de massa
(BORIES, 1980).

Em geral, os métodos que tém sido empregados no estudo de HPAs sao:

1) cromatografia de camada delgada (CCD) (GRIMMER & HILDEBRANDT,
1972),

2) separagio por (CCD) e quantificagdo por espectroflucrimetria (HOWARD et
alii, 1966},

3) cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (VAN HEDDEGHEM et alii,
1980; DENNIS et alii, 1984; LAWRENCE & WEBER , 1984);

4) cromatografia gasosa (CG) (GRIMMER & BOHNKE, 1975, HOPIA et ali,
1986: VREULS et alii, 1991, PERFETTI et alii, 1992).

As técnicas de separagdo e quantificag@o dos HPAs mais empregadas
atualmente s&o a cromatografia liquida de alta eficiencia e a cromatografia
gasosa, embora alguns autores também utilizem a cromatografia em camada
delgada de silica, celulose acetinada ou alumina para separacéo e guantificagdo
desses hidrocarbonetos (BORIES, 1880; HOWARD et alii, 1966; GRIMMER &
JACOB, 1987).
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A técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia com detector de
fluorescéncia comegou a ser utilizada na determinacdo de HPAs apo0s o
desenvolvimento das fases estaciondrias quimicamente ligadas (LARSSON,
1986).

A separacao e quantificacdo de HPAs por cromatografia gasosa ficou, por
sua vez, mais sensivel com 0 emprego de coluna capilar e detector de ionizagéo
de chama acoplado ao detector de massa (LAWRENCE & WEBER, 1984;
HOPIA et alii, 1986; LARSSON et alii, 1987).

A cromatografia gasosa com coluna capilar acoplada ao detector de
massa, embora exija uma etapa de limpeza mais eficiente da amostra, € uma
técnica bastante seletiva com grande poder de resolucdo, identificando e
quantificando um grande numero de hidrocarbonetos (PERFETTI et alii, 1992).
Por outro lado, a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
fluorescéncia, embora ndo possua a alta resolucdo das colunas capilares,
apresenta maior sensibilidade em relacdo aos HPAs de alto peso molecular e
boa seletividade (KAGI et alii, 1985, citado por PERFETTI et alii, 1992).

DENNIS et alii (1984) comparando a cromatografia gasosa e a
cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) ndo encontraram diferenca de
sensibilidade entre estas técnicas quando utilizadas na determinacéo de HPAs

em alimentos.

A confirmac&o dos picos de HPAs, quando sua separacéo e quantificagao
s30 realizadas por cromatografia gasosa, & em geral feita utilizando-se detector
de massa (GRIMMER & BOHNKE, 1975, HOPIA et alii, 1986; LARSSON et alii,
1987: SPEER & MONTAG, 1988, SPEER et alii, 1990; MENECHINI et alii, 1991).
Quando se utiliza a cromatografia liquida de alta eficiéncia, a técnica mais
recentemente adotada para confirmag&o do pico é a varredura de fotodiodos,
capaz de identificar e analisar a pureza do pico. Este detector registra uma faixa
espectral inteira durante uma Gnica analise, coleta os dados de absorbancia na

faixa de 190 nm a 800 nm, armazena inumeros dados, tornando assim possivel a
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identificagdo de todos os componentes que absorvem dentro da faixa de
comprimento de onda selecionado (PICKERING, 1990).

1.7. Legislagao

Poucos paises apresentam legistagéo nacional limitando a presenca de
HPAs em alimentos. Na Alemanha, Austria e Poldnia por exemplo, o limite
maximo de B(a)P & de 1 pg/kg para carnes defumadas, e este valor tem sido
usado como limite referencial para avaliar a contaminagdo de outros alimentos
(LARSSON et alii, 1987).

Na Australia, ndo é permitida a presenga de HPAs em aromatizantes de
fumaca, enquanto que na Finlandia, o uso da fumaga como aditivo sb é
permitido se a mesma contiver no maximo 30 ug/kg de B(a)P e com teores
residuais maximos de 0,5 ug/kg de alimento (WALKER, 1877).

Industrias de 6leos na Alemanha, por sua propria iniciativa, recomendam
que a soma dos residuos de fenantreno, antraceno, benzo(a)antraceno, criseno,
benzo(a)pireno, perileno, benzo(g,h,i)perileno, dibenzo(a,h)antraceno, naoc
ultrapasse 25 pg/kg, e a soma dos HPAs pesados (5 ou mais anéis benzénicos)

deve permanecer abaixo de 5 ng/kg (SPEER, et alii, 1990).

No Brasil, a legislagio ndo estabelece limites maximos de HPAs em
alimentos. Existe apenas restrigdo a presenca de benzo(a)pireno em aroma de
fumnaca (0,1 pg/kg) (Resolugao n°20/72 da CNNPA), sendo que a quantidade de
aroma de fumaga a ser utilizado em produtos carneos deve ser no maximo 90
mg/kg {(ABIA, 1989).
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Capitulo 2

BENZO(A)PIRENO EM OLEOS DE MILHO PRODUZIDOS E

COMERCIALIZADOS NO BRASIL

trabalho aceito para publicagdo na revista:

Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.
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RESUMO

Oleos de milho de diferentes marcas, produzidos e comercializados no Brasil,
foram analisados quanto & presenga de benzo(a)pireno (B(a)P). A metodologia
utilizada envolveu extragéo com ciclohexano, purificagéo em coluna de silica gel
e determinacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
fluorescéncia. Todas amostras analisadas mostraram-se contaminadas por B(a)P
e 0s niveis determinados variaram entre as diferentes marcas analisadas e entre
diferentes Iotes de mesma marca, dentro da faixa de 0,85 a 25,17 ng/kg. Entre
49 amostras analisadas no periodo de dois anos, apenas uma apresentou nivel

de contaminacéo por B(a)P abaixo do limite referencial de 1 png/kg.

Palavras- chave : benzo(a)pireno, dlec de milho, hidrocarboneto aromético

policiclico.
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SUMMARY

BENZO(A)PYRENE IN CORN OILS PRODUCED AND COMMERCIALIZED IN
BRAZIL. Corn oils from different brands produced and commercialized in Brazil,
were analysed for B(a)P. The methodology involved extraction with cyclohexane,
clean-up on silica gel and determination by high performance liquid
chromatography with a fluorescence detector. All samples analysed were
contaminated by B(a)P and the levels found varied among brands and within
different batches of the same brand, in the range of 0.85 to 25.17 ug/kg. One out

49 samples analysed in the period of 2 years presented an amount of B(a)P below

the referencial limit of 1 png/kg.

Key words : benzo(a)pyrene, corn oil, polycyclic aromatic hydrocarbon.
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2.1 -INTRODUGAO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromdticos (HPAs) s8o substancias
amplamente distribuidas no meio ambiente, cuja importancia se deve ac elevado
potencial carcinogénico de muitas delas, comprovado em estudos com animais
de laboratério e bastante documentado na literatura (9,28). A mais conhecida e
também estudada destas substancias € o benzo(a)pireno (B(a)P), potente

carcinégeno que tem sido utilizado por pesquisadores como LO & SANDt (17)

como indicador da presenca de HPAs em alimentos.

VArias sfo as vias de contaminacéo dos alimentos por HPAs. No caso
especifico de dleos vegetais, destacam-se a poluigdo do ar com consequente

deposigdo de particulas sobre plantas oleaginosas (5,16,25); absorcac por
plantas a partir de solos contaminados (17,24,27) e, segundo de VOS et al. (5),

a secagem direta de grdos por meio de fumaca aquecida pela queima de

madeiras.

A andlise de HPA(s) em dleos vegetais iniciou-se com JUNG & MORAND
(11,12}, que detectaram a presenga de pireno, benzo(e)pireno e benzo(a)pireno
nestes alimentos. Posteriormente, CIUSA ef al. (2), encontraram fenantreno,
pireno, fluoranteno, benzo(a)antraceno, criseno e perileno em dleos refinados de
oliva. HOWARD et al. (8), analisando amostras de 6leos de milho, entre outros,
encontraram benzo(a)pireno em sete das oito amostras analisadas. Qutros
pesquisadores, dedicando-se a determinaggo de B(a)P em dleos vegetais, tém
obtido niveis de 0,02 puglkg até 170 ug/kg (3,4,14,16,18,19,20,24,27).

Estudos realizados no Brasil por PUPIN & TOLEDO (20, 21)
evidenciaram diferentes graus de contaminagdo de 6leos vegetais nacionais por
B(a)P. Os teores médios de B(a)P relatados para 6leos de girassol, arroz, soja,
palma, milho e oliva foram, respectivamente, 0,2, 1,8,2,2: 2,1, 10,8 e 10,9 pglka.
Foi destacada pelos autores a elevada contaminagdo do dleo de milho

produzido e comercializado no Brasil no periodo de 1992 a 1993 (1,6 a 58,9
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ng/kg), bastante superior a reportada na literatura para o mesmo tipo de dleo (4,
7,22, 23, 25).

Segundo LARSSON et al. (16), em uma dieta basica sueca o grupo dos
dleos e gorduras é a segunda fonte em importancia para a ingestao potencial de
HPAs através de alimentos. Embora a concentragdo de HPAs nestes alimentos
possa ser considerada relativamente baixa, o seu consumo elevado os torna
muito importantes sob o ponto de vista de ingestdo diaria total destes

contaminantes (7).

No presente estudo, a fim de confirmar a elevada e varidvel contaminagao
de dleos de milho nacionais por B(a)P, identificada por PUPIN e TOLEDOQO (20},
foi realizado o monitoramento deste contaminante em 6leos de milho produzidos

e comercializados no Brasil no periodo de 1993 a 1995.

2.2 - MATERIAIS E METODOS

2.2.1 - Amostras

Foram analisadas amostras de diferentes lotes de sete marcas de bleo de
milho disponiveis no comércio da cidade de Campinas, SP, adquiridas durante
os anos de 1993 a 1995, num total de 49 amostras. As andlises foram

conduzidas em duplicata.

2.2.2- Método de Analise

2.2.2.1 - Extragéao
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Foi utilizado o método de extragdo sugeride por SPEER ef al. (23), que
modificaram o método inicialmente proposto por GRIMMER & BOHNKE (6),

conforme descrito a seguir.

Amostras de 10,0 g de 6leo de mitho foram pesadas em béquer de 50 mL
e transferidas com 100 mL de ciclohexano, divididos em trés por¢des, para um
funil de separagdo de 250 mL. Em seguida, os HPAs foram extraidos
sucessivamente com porgdes de 50, 25 e 25 ml de dimetilformamida: agua (9:1,
viv). As fases inferiores (dimetilformamida) foram reunidas em outro funil de
separacéo e a elas foram adicionados 100ml de suifato de sédio 1% em solugdo
aquosa. A seguir, procedeu-se a nova extracdo com porgdes sucessivas de 50,
35 e 35 mL de ciclohexano. As porgbes de ciclohexano foram agjuntadas e
lavadas com 2 porgdes de 40 mL de agua. O extrato foi seco com sulfatc de
sddio anidro (cerca de 5g) e concentrado para um volume final de cerca de 2

mL, em evaporador rotativo & vacuo, com banho a temperatura de 40°C.

2.2.2.2 - Limpeza das Amostras em Coluna de Silica gel:

As amostras foram limpas por passagem através de uma coluna
cromatografica de vidro (21 X 1,1 cm d.i.) contendo 5 g de silica gel {(Merck)

desativada com agua (12 %).

QO extrato foi diluido com 2 mL de ciclohexano, adicionado no topo da
coluna, e eluido com 85 mL de ciclohexano. Os primeiros 10 mL foram
descartados e o restante foi recolhido em um baldo de 250 mL. A fragéo
coletada foi concentrada até quase secura em evaporador rotativo & vacuo e o
baléo foi levado a secura total por fluxo de nitrogénio. O residuo foi diluido com

2mL de acetonitrila em um frasco de vidro.

2.3 - Desenvolvimento Cromatografico
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Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia foi
a técnica utilizada na determinagio do teor de B(a)P em oleos de milho

refinados.

O sistema cromatégrafico foi constituide de bomba quaternaria Waters
600, injetor automético Waters 717 com loop de capacidade de 20 ul e detector
de fluorescéncia Waters 474, com excitacdo a 290A e emisséo a 4301, O
integrador foi o Spectraphisics, modelo SP4400. A coluna cromatografica
empregada foi a Vydac 210 -TP 54, C18 (ODS), 25 cm X 4,6 mm d.i., com
particulas de 5um. Quanto a fase mével, utilizou-se uma mistura de acetonitrila:
agua (75:25), com fluxo de 1,0 mL/min. Apds prévia estabilizagado do sistema,

foram injetados 20yl dos 2 mL do extrato final das amostras analisadas.

O pico de benzo(a)pireno foi identificado por comparagéo de seu tempo
de retencdo com o do respectivo padréo (Sigma) e quantificado por
padronizacdo externa. A confirmagéo do pico foi realizada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, com detector de varredura de fotodiodos (Shimatzu).
As condicdes de trabatho utilizadas foram as mesmas do sistema com detector

de fluorescéncia. A varredura do espectro foi realizada entre 280 e 500 nm.

2.2.4 - Estudos de Recuperacgao do Método

Andlises de controle sobre os reagentes (andlise do branco) foram
realizadas durante os ensaios. Para avaliagdo da metodologia, foram realizados
testes de recuperacdo adicionando-se as amostras, durante a etapa de

extragdo, quantidades conhecidas do padrdc em 3 niveis diferentes, a saber:

4,55, 11,37 e 25,01 ng/kg.

2.3 - RESULTADOS
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Nenhum pico interferente ou de B(a)P foi detectado nos reagentes
analisados. A recuperacdo média do método foi 97.8%, o que comprova a
eficiéncia da etapa de extragdo seguida. Nas condi¢bes de trabalho utilizadas,

obteve-se um limite de quantificagéo de 0,01 ng/kg.

Todos os dleos de milho analisados nesta pesquisa encontravam-se
contaminados com benzo(a)pireno, em niveis variando entre 0,85 a 25,17 ng/kg.
Os resultados das andlises estdo apresentados na Tabela 1. A Figura 1

apresenta um cromatograma tipico dos Sleos de milho analisados.

Uma grande variacdo nos teores de B(a)P pode ser observada entre as
marcas analisadas e entre diferentes lotes da mesma marca. Alguns Oleos
apresentaram-se relativamente menos contaminados, como os de marca D e F,
porém a concentragdo de B(a)P determinada, na faixa de 085a761e222a
7.26 uglkg, respectivamente, ainda é superior aos valores reportados na
literatura para este tipo de dleo (Tabela 2). Outras marcas de 6leos analisados
neste trabalho apresentaram lotes com contaminagdo mais elevada, de até
25,17 ug/kg, embora outros lotes da mesma marca revelassem niveis mais

baixos de B(a)P, na faixa de 2 a 4 pug/kg.

A variacdo da contaminacio dos dleos de milho por B(a)P,
observada em lotes diferentes de uma mesma marca de 6leo, pode ser devido a
origem do oleo bruto utilizado nos processos de refino. No Brasil, a maioria das
indGstrias refinadoras de dleos de milho ndo extrai o 6leo bruto mas sim
processa misturas de oleos brutos de diferentes origens, que podem apresentar
diferentes graus de contaminagdo. Acredita-se, ainda, que o grau de
contaminagdo do 6leo bruto esteja diretamente associado & secagem dos gréos
de milho. O processo de secagem mais empregado em nosso pais utiliza o calor
gerado pela queima de madeiras e lenhas, processo conhecido como formador
de hidrocarbonetos aromaticos. Ja na Suécia, por exemplo, a secagem dos
graos de milho é feita com a gueima de Oleos combustiveis (16), o que resulta

em uma diminuicdo da contaminacéo por HPAs. Sabe-se também que as
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TAd

TABELA 1 - Teor de benzo(a)pireno em 6leos de milho

Lote
1 2 3 4 5 6 7 8
e e s ey o o ' edi 180
A 13,51 1,72 1,15 2,56 3,34 512 - - 4,57 + 4,60
B 14,00 12,22 15,52 4,50 9,58 11,77 16,35 19,82 12,97 + 4,65
c 6,08 6,34 5,54 8,04 7,61 7,45 - - 6,84 + 0,99
D 7,02 4,71 0,85 1,55 1,94 7,61 7,45 2,22 4,17 +2,87
E 2517 17,30 3,39 2,37 4,77 7,61 5,66 4,53 8,84 + 8,08
F 5,90 2,22 5,97 7,26 6,33 7,08 5,61 4,82 5,65+ 1,59
G 13,22 7,82 12,16 8,25 11,82 - - - 10,65 + 2,45

"Os valores sao média de duas determinagoes

- n&o disponivel



TABELA 2. Teores de benzo(a)pireno em Oleos de milho, reportados na

literatura

Referéncia B(a)P (ug/kg) Tecnica
SWALLOW (25) 2 CG
JOE et al. (10) n.d. CCD
LAWRENCE & WEBER (13) 0,3 CLAE
WELLING & KAANDORF (29} 0,5 a 26,1 CLAE
STIVJE & HISCHENHUNBER (24) 04a12,7 CLAE/CCD
SPEER & MONTAG (22) 0,5a 2,3 CG
HOPIA et al. (7) 0,02 CG
SPEER ef al. (23) 13 e
DENNIS et al. (4) 1,51a5,18 CLAE

CLAE =cromatografia liquida de alta eficiéncia ,CCD = cromatografia em camada
delgada,CG= cromatografia gasosa

n.d. = ndo detectado

industrias de refinagdo de 6leo brasileiras ndo utilizam carvéo ativo no
processamento do 6leo, o que reduziria bastante a contaminacéo, j& que este
adsorvente é altamente eficiente para a remog&o de HPAs (1). A desodorizagao
a vapor utilizada pela indastrias brasileiras na refinagdo de Oleos vegetais
remove principalmente HPAs leves (2-3 anéis), enquantc que os HPAs pesados
(4-5 anéis) permanecem no bleo (5,16,26). Acredité—se, portanto, que diferencas
no processamento do gréo de mitho, inciuindo a secagem e refino, possam estar
diretamente associadas a grande variabilidade nos niveis de B{(a)P detectados
nas diferentes marcas de dleo analisadas. No momento, encontram-se em fase

de conclusdo estudos conduzidos junto a refinadoras de dleo de milho com o
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Bla)P

S,

FIGURA 1. Cromatograma de uma amostra de oleo de milho por CLAE.
Condigoes: fase mével acetonitrila:agua (75:25 v/v), fluxo 1 ml/min., detector de
fluorescéncia, coluna C18 (ODS), 25 cm X 4,6 mm d.i., com particulas de Sum.

B(a)P: benzo(a)pireno.
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objetivo de avaliar a influéncia destes processos na contaminacéo do dleo de

milho por HPAS.

A legislac8o brasileira vigente ndo estabelece limite maximo para B{a)P
em Oleos vegetais cu em outros grupos de alimentos, nem tampouco ha dados
sobre a contaminagéo da maioria dos alimentos por este grupo de substancias.
Na Alemanha, Austria e Polénia, o teor maximo permitido de B(a)P em carnes
defumadas é 1 pg/kg e este valor tem sido usado como limite referencial para
avaliar a contaminacéo de outros alimentos (15). J& para dleos e gorduras, as
industrias alem&s recomendam seus préprios limites; a soma dos residuos dos
HPAs leves ndo deve exceder a 25 ug /kg, enquanto que a soma dos HPAs
pesados, que inclui o benzo(a)pireno, deve permanecer abaixo de 5 pg /kg (23).

No presente estudo, considerando-se o limite de 1 ug/kg como referencial
méximo de contaminacdo de 6leos vegetais por B(a)P, apenas um lote de uma

marca de dleo de milho nacional seria aceitavel.

2.4 - CONCLUSAO

Em vista dos resultados apresentados, as industrias refinadoras deveriam
ser alertadas guanto a necessidade e importancia de se estabelecer a origem da
contaminacdo dos 6leos de milho, identificando-se as estapas do processamento
do grédo e do 6leo bruto que estariam envolvidas na contaminaggo. A0S
organismos responsaveis pela saude publica, recomenda-se 0 monitoramento
da presenca de B(a)P em 4leos de milho e, caso a contaminac&o persista sem
que se adotem medidas para sua redugéo, o estabelecimento de limites para a

presencga deste contaminante em 6leos vegetais.
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Capitulo 3

EFEITO DO PROCESSAMENTO NA CONTAMINAGAO DE
OLEO REFINADO DE MILHO POR BENZO(A)PIRENO

trabalho a ser enviado para publicacéo na revista:
Food Additives and Contaminants.

36



RESUMO

Benzo(a)pireno (B(a)P), © mais conhecido e estudado hidrocarboneto aromatico
paliciclico (HPA) com potencial carcinogénico, tem sido encontrado em niveis
relativamente altos e variados em &leos de milho produzidos no Brasil. No
presente estudo foi investigado o efeito da secagem e moagem do gréo de milho
e do processo de refino do éleo bruto na contaminagéo do oleo refinado por
B(a)P. Foi também avaliada, em amostras artificiaimente contaminadas, a
eficiéncia do carvéo ativado na remogéo do B(a)P. O estudo foi conduzido com a
colaboracdo de duas empresas refinadoras de o6leo de milho, tendo sido
determinado o teor de benzo(a)pireno em amoestras coletadas em diferente
etapas do processamento. A metodologia de analise foi a cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia. Os resultados obtidos indicaram
que o processo de refino ndo é responsavel pela contaminacdo do dleo. A
presenca de B(a)P no Oleo refinado esta diretamente associada a contaminagao
do dleo bruto, que varia conforme o processo de secagem e de moagem do
gréo de milho. Dos 3 processos de secagem avaliados (secador a lenha, a 6leo
diesel e natural) a secagem a lenha foi a que resultou nos maiores niveis de
benzo(a)pireno, engquanto que a moagem Umida parece reduzir a
contaminacdo. Embora a desodorizagéo reduza o teor de B(a)P no dleo final,
seu efeito € marginal, sendo indispensavel um maior controle da contaminagéo
do 6leo bruto ou, alternativamente, o uso de carvéo ativado, cuja eficiéncia na

remocdo de HPAs foi comprovada no presente estudo.

Palavras chaves- hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, benzo(a)pireno, HPA,
oleo de milho.



ABSTRACT

Benzo(a)pyrene (B(a)P), the best known and studied carcinogenic polycyclic
aromatic hydrocarbon (PAH), has been found at variable and relatively high
concentrations in Brazilian corn oils. In the present study, the effect of the drying
and grinding process of the corn grains, and of the refining of crude corn oil on
the contamination by B(a)P was investigated. The efficiency of activated charcoal
on the removal of B(a)P from artificially contaminated samples was aiso
evaluated. The study was conducted with the collaboration of two corn il
refining industries. Samples taken during different steps of the processing were
analysed for B(a)P using HPLC with fluorescence detection. The results
obtained indicated that the refining process is not responsible for the oil
contamination. The presence of B(a)P in the refined oil is directly associated to
the contamination of the crude oil, which varies according to the drying and
grinding processes. Of the three drying processes evaluated (firewood, diesel
and sun drying), the firewood drying was the one which produced the highest
levels of benzo(a)pyrene, while the humid drying process seems to decrease the
contamination. Aithough deodorization may reduce the amount of B(a)P in the
refined oil, its effect is marginal , enhancing the need of a better control of the
crude oil contamination or, as an alternative, the use of activated charcoal,

whose efficiency in removing PAHs was confirmed in this study.

Keywords: polycyclic aromatic hydrocarbons, benzo(a)pyrene, PAH, corn oil
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Introdugao

Benzo(a)pireno, (B(a)P, hidrocarboneto aromatico policiclico (HPA)
ampiamente distribuido na natureza, tdm sido encontrado como contaminante
em solos, agua, ar € alimentos em concentragbes variaveis (Van Heddegehem et
al. 1980, Larsson ef al. 1987, De Vos ef al. 1990).

A contaminag&o de alimentos por HPAs pode ter origem tanto na poluicéo
ambiental, como acontece com frutas e verduras cultivadas em regibes
industriais (Larsson 1986), como no processamento, destacando-se neste caso
a defumagao de carnes (De Vos ef al. 1990, Howard e Fazzio 1969, Lawrence €
Weber 1984, Speer et al. 1990, Larsson 1986, Yabiku et al. 1993, Noll & Toledo
1995 e 1997).

No caso especifico de 6leos vegetais, diferentes vias de contaminacéo

tém sido sugeridas, entre elas:

- poluicdo do ar e deposigédo de particulas sobre 08 alimentos (De Vos et
al. 1990, Van Heddegehem ef a/. 1980, Larsson ef al. 1987),

- absorcdo do solo pelas plantas (Swallow, W.H. 1976, Lo, M.-T & Sandi,
E., 1978).

- secagem direta das sementes com gases de combustéo (Hopia et al.
1988, Welling e Kaandorp 1986, Larsson ef al. 1987).

- absorcao a partir de solventes a base de petrdleo, usados no processo

de extragdo do leo (De Vos et al. 1990).

Em vista da importancia dos oleos e gorduras vegetais como fonte de
HPAs na dieta (Larsson et al. 1986, Dennis et al. 1991, Hoppia et al. 1986),
vérias pesquisas tém sido dirigidas & determinagao deste contaminante nesses
alimentos. Os niveis relatados por diferentes autores variam amplamente, tanto

em fungéo do tipo do dleo como para oleos de mesma origem. Em trabalho
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realizado por Dennis et al. (1983), os niveis de B(a)P em amostras de dleos
vegetais e gorduras variaram de 0,19 a 3,74 pg/kg, enguanto que outros
pesquisadores, analisando 6leos de soja, mitho, girassol e paima, encontraram
desde niveis ndo detectéveis até 68,6 ug/kg (Howard ef al. 1966, 1868, Grimmer
o Hildebrandt 1967, Swallow ef al. 1976, Joe et al. 1979, Kolarovic e Traitler
1982, Lawrence e Weber 1984, Stivie e Hischenhuber 1987, Speer e Montag
1988, Speer et al. 1990, Dennis ef al. 1991, Gertz e Kogelheide 1994).

Niveis particularmente altos de HPAs tem sido encontrados em 6leo bruto
de coco (Biernoth e Rost, 1967, Stijve e Hischenhuber, 1987, De Vos ef al. 1990)
em funcéo da copra, da qual o dlec € extraido, ser em geral seca diretamente
com gases de combustédo. Para reduzir a contaminacé&o, Biernoth e Rost, 1967,
propuseram a incluséo, no processo de refino, de uma etapa de limpeza que
envolve a passagem do dleo de coco por uma coluna contendo carvéo ativado.
Este procedimento foi adotado rotineiramente no processo de refino de dleo de
coco em algumas refinarias, especialmente na Suécia, onde a pesquisa foi
realizada. Larsson ef al. 1987, avaliaram e comprovaram a eficiéncia do usc de
carvao ativado no processo de refino do élec de coco. Enquanto as amostras de
éleo bruto analisadas revelaram teores de B(a)P e de HPAs totais na faixa de 20
a 34 nglkg e de 2600 a 3700 pglkg, respectivamente, 0s oleos desodorizados
correspondentes apresentaram teores de <0,1 a 0,3 uglkg e de 2 a 59 ug/kg.
Neste mesmo estudo, os autores analisaram amostras de Oleo de soja cujo
processo de refino ndo adotava o sistema de limpeza com carvao ativado e
encontraram valores na faixa de 0,4-1,2 ug/kg para B(a)P e de 33-56 ug/kg para
HPAs totais.

No Brasil, estudos conduzidos por Pupin e Toledo, 1996, indicaram graus
variados de contaminacio de Sleos vegetais nacionais por B(a)P, destacando-se
o 6leo de milho como o mais contaminado, com niveis relativamente elevados,
na faixa de 1,6 a 58,9 pg/kg. Em pesquisa subsequente, Camargo e Toledo,
1997 (trabalho enviado para publicagéo) monitoraram por dois anos a presenca

de B(a)P em olecs de milho produzidos e comercializados Nno Brasil, e os
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resultados obtidos confirmaram uma elevada e variavel contaminagéo desses

alimentos (0,85 a 25,17 ug/kg).

Uma vez que em ambos estudos a presenca de B(a)P foi identificada em
todas as amostras de dleo refinado de milho analisadas, em concentracdes
relativamente superiores aquelas encontradas em outros Oleos vegetais,
procurou-se, ho presente estudo, avaliar as possiveis fontes de contaminagéo
destes alimentos através da investigagéo dos processos envolvidos na sua

obtencgéo.

Apéds entendimentos com representantes de duas refinadoras de dlec de
milho nacionais, decidiu-se investigar iniciaimente os diferentes processos
utitizados para a secagem do gréo de milho. Numa segunda etapa, foram
avaliados os processos de moagem Umida e de moagem seca do grao. Foram
também conduzidos, em laboratério, testes para verificar a eficiencia da
clarificacdo com carvdo ativado na remocgéo de B(a)P em Oleos artificialmente

contaminados.

Material e métodos

Preparacdo das amostras
Secagem

Amostras de grios de milho submetidos a secagem natural (secos ao sol)
e amostras de grios secos em secadores 3 lenha e em secadores a 6leo
combustivel foram fornecidas por uma das empresas. As amostras eram
procedentes de varias cooperativas localizadas no Estado do Parang e Sao
Paulo. Foram também analisadas amostras de milho imediatamente antes e

apos a secagem & lenha.
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Processo de refino

Amostras de odleo bruto e dos correspondentes Oleos branqueados,
clarificados, neutralizados e desodorizados foram fornecidas pelas refinadoras
de 6leo de milho. As amostras foram coletadas on fine, em duplicatas, em cada
fase do processo de refino, em duas épocas distintas. Em uma das refinadoras,
a amostragem foi repetida uma vez mais. Foram também analisadas amostras

de hexana nova e reprocessada.

Limpeza

Amostras de dleo de milho neutralizado foram contaminadas com 27
ug/kg de B{a)P e submetidas a tratamento com 0,1 e 0,2 % de carvao ativado.
Foram também testadas diferentes resinas de troca idnica quanto a eficiéncia na
remogdo do contaminante. Todos os ensaios foram conduzidos por uma das

refinadoras, sendo que as anélises de B(a)P foram feitas em nosso laboratério.

Moagem umida

Amostras de milho seco, 4gua de maceracdo, mitho macerado e germe de
milho foram fornecidas pela refinadora A. As amostras foram coletadas em

duplicata, em duas épocas distintas.

Extracdo

Todas amostras foram analisadas em duplicata. A metodologia utilizou
ciclohexano como solvente de extracdo e envolveu basicamente partigéo liquido-
liquido com dimetilformamida : 4gua (9:1), seguida por uma etapa de limpeza

realizada em coluna de silica gel, conforme esquematizado na Figuras 1.
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Amostra (10,0 g para oleos e 20,0 g para gréos de milho)

100 ml de ciclohexano
extrair com 50 e 2 X 25 mi de DMF: H,0 (9:1, viv)

DMF: H.O Ciclohexano

100ml Na,S04 1%
extrair com 50 e 2 X 35 ml de cicichexano

Ciclohexano DMF: H,O

lavar com 2 X 40 ml de H,Q destilada

secar com Na,S0, H,O

evaporar a vacuo até 2 mi (residuo)

cromatografia em coluna (5 g de silica desativada a 13%)
85 ml de ciclohexano

75 ml de ciclohexano descartar os 10 mi
do inicio

evaporar a vacuo

dissolver em 2,0 ml acetonitrila

CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)

Figura 1. Fluxograma da extragdo e limpeza de hidrocarbonetos policiclicos

aromaticos (Speer ef al.19%90).
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Antes da extracéo, as diferentes amostras analisadas foram preparadas como

descrito a seguir.

Gréo de Mitho:

Amostras de aproximadamente 20 g de gréos de milho foram trituradas
em moinho de facas refrigerado a agua, colocadas em um erlenmyer com 50 ml
de ciclohexano e deixadas 30 minutos sob agitagdo reciproca. A mistura foi
filtrada em papel de filtro diretamente em um funil de separagéo (as fortificagbes
foram feitas neste ponto). Este procedimento foi repetido adicionando-se 50 mi
de ciclohexano ao residuo da filtragdo, sendo o filtrado recolhide no mesmo funil

de separagao.

Oleo de Mitho

Amostras de 10 g do 6leo {ou 5,0 g para algumas amostras de éleo bruto)
foram pesadas em um béquer de 50 ml e ftransferidas para um funil de

separacdo com 100 ml de ciclohexano, divididos em trés porgdes.

Hexana

Um volume de 20,0 ml de hexana foi transferido para um erlenmeyer €

evaporado em evaporador rotativo a 40°C, até quase secura.

Desenvolvimento Cromatografico

Utitizou-se como técnica a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de fluorescéncia. As condi¢des de trabalho foram essencialmente as

descritas por Pupin e Toledo, 1996. O equipamento utilizado para analise foi
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constituido de uma bomba isocratica Waters 6000 A, injetor Waters modelo UBK
e detector de fluorescéncia Varian Fluorichrom 1l, com filtro de excitag&o a 220 |
(290nm) e filtro de emiss&o 4-76 (450 nm). O integrador foi o Spectraphisics,
maodelo SP4400. A coluna cromatogréfica empregada foi a Vydac C18 (ODS), 25
cm X 4.6 mm d.i., com particulas de 5 um, e a fase mavel utilizada foi acetonitrila
. agua (7:3). Apbs prévia estabilizag&o do sistema, foram injetados 20 i dos 2
mi do extrato final. Para amostras mais contaminadas, como foi o case dos dleos
brutos, foram injetados 10 ou 5 pl. O pico de B(a)P foi identificado por
comparagdo com os tempos de retencao do padrdo (Sigma, PNB 1760) e

quantificado por padronizagao externa.

Recuperagédo do Método

Para cada tipo de amostra analisada, foram feitas fortificacBes em pelo 3

niveis de contaminacao.

Resultados e discussdo

Os resultados dos ensaios de recuperacgéo para as diferentes amostras
estdo apresentados na Tabela 1. Os valores encontrados se situaram na faixa
de 73,8 a 99%, dentro dos limites aceitos para analise de contaminantes em
niveis de ug/kg. Nas condigbes cromatogréficas empregadas, o limite de
deteccdo do aparelho foi de 0,002 ug/kg e © limite de quantificagdo do método
foi 0,5 pghkg, inferior ao valor de 1 ug/kg, estabelecido pela legislagéo de
alguns paises europeus como tolerancia para a presenga de B(a)P em carnes
(Larsson et al. 1987).
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Tabela 1. Recuperagéo de benzo(a)pireno em gréos e dleos de milho

AMOSTRA FORTIFICAGAO RECUPERAGAO
(ugfka) MEDIA(%)’
Grao de milho
0,45 80,0 £ 0,09
2,27 7761034
9,32 882 +0,23
Oleo bruto
9,09 75,0+0,65
25,01 99,0+ 045
47,74 92,6 10,24
Oleo refinado
4,55 79,6 £0,32
11,37 73,8 £ 0,21
25,01 818+0,13

a. Os valores sdo média de duas determinacées

A Tabela 2 apresenta os niveis de B(a)P em amostras de graos de milho
submetidos a diferentes processos de secagem e a Tabela 3, dados relativos a
amostras coletadas durante o processo de secagem a lenha. A Figura 2 mostra

cromatogramas de milhos secos.

Tabela 2 - Teor de benzo(a)pireno em graos de milho submetidos a diferentes

processos de secagem

SECAGEM B(a)P {ng’kg)®

Natural (n=8) n.d.
Secador a lenha {n=8) 2,16(0,61-7,15)
Secador a 6leo combustivel (n=3) 0,53( n.d.-1,23)

a- Valores médios e, entre parénteses, valores minimo € maximo

n.d. = ndo detectado (< 0,5 ug/kg)
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A nao detecgdo de B(A)P nos grios secos ao sol (Tabela 2) e nos graos
umidos, antes da secagem (Tabela 3), sugere que no Brasil a poluigéo
atmosférica ndo & uma fonte importante de contaminagéo dos gréos de milho,
provavelmente pelo fato da maioria das plantagbes de milho se localizar em

regides pouco industrializadas e ou distantes do trafego.

Tabela 3 - Teor de benzo(a)pireno (ugfkg) em amostras de milha submetidos a

secagem a lenha ®

AMOSTRA | COLETA
— | . T 2
Milho Umido ° n.d. n.d.
Milho Seco ° 6,00 2,82
Residuo de mitho" 1,9 1,88
Pele © 28,25 12,12

n.d. -ndo detectado (< 0,5 pg/kg)

a- os valores sac média de duas determinagdes e séo expressos em relagao a
fase oleosa do mitho, b- milho antes da secagem, umidade ao redor de 18%, c-
mitho seco, umidade ao redor de 12%, d - milho seco quebrado (§ < 5 mm), e -

pelicula em suspens&o no secador, retida em filtros.

Os dados da Tabela 3 confirmam a contaminagao dos gréos durante a
secagem, evidenciando uma maior concentragdo dos HPAs na superficie do
grao, refletida nos niveis elevados de B(a)P determinados na pelicula que se
solta do gréo durante a secagem. Esta pelicula, que se desprende do grao
durante a passagem da corrente de ar quente, & retida nas paredes do secador

e posteriormente descartada.
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FIGURA 2. Cromatograma por CLAE de gréos de milho submetidos a (a)
secagem natural (b) secagem & lenha. Condi¢cdes: fase movel acetonitrila ;. agua
(7:3 viv), fluxo 1 ml/min., detector de fluorescéncia, coluna C18 (ODS), 25 cm X

4,6 mm d.i., com particulas de 5 ym. B(a)P = benzo(a)pireno.



A concentragio de B(a)P no milho seco e na pele foram relativamente
maiores na 1 * amostragem, embora ambas coletas tivessem sido feitas no
mesmo secador. Segundo o responsavel pela secagem, por ocasiao da primeira
coleta, a lenha que foi utilizada para queima estava verde, enquanto que na
coleta seguinte, a madeira estava seca. Como madeira verde produz mais
fumaca que a seca, é maior a chance da fumaga entrar em contato com os graos
de mitho e, consequentemente, maior a probabilidade de contaminagéo dos

graos com HPAs.

O residuo de milho seco, representado principalmente por graos
quebrados, apresentou uma contaminagéo relativamente menor. Este residuo,
resultado da quebra do gréo durante a propria colheita e durante a secagem, é
obtido por passagem dos graos secos em peneira de 5 mm de diametro e é

utilizado como compostagem, n&o sendo destinado a extragéo do 6leo.

A Tabela 4 apresenta os resultados relativos a contaminagado dos o6leos

em diferentes fases do processo de refino.

Analisando-se iniciaimente os oleos fornecidos pela refinadora A,
observa-se que em todas as etapas do processo a contaminacéo foi
relativamente menor que a do éleo produzido pela refinadora B, obtendo-se,
apbs a etapa de desodorizagao, niveis ndo detectdveis do contaminante nos

bleos correspondentes a éteos brutos com concentragéo de B(a)P ao redor de 1

pg/kg.

Com relagédo aos oleos fornecidos pela refinadora B, as quantidades de
B(a)P no 6leo bruto foram bem mais elevadas, variando entre 6,35 a
99,88ug/kg, sendo bastante conflitantes os resultados encontrados. Por
exemplo, se consideramos a coleta 3, verifica-se que o dleo desodorizado
apresentou uma contaminagéo maior que o neutralizado, e que na coleta 1, o
Sleo bruto estava cerca de 7 vezes menos contaminado que o dleo branqueado

correspondente.
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Tabela 4 - Teores de benzo(a)pireno (ug/kg) em amostras de .bleos de milho

coletadas em diferentes etapas do processo de refino 3

AMOSTRA
OLEO 1 2 3 4 5 Média °
REFINADORA A  Extragéo do germe pelo processo de moagem umida
Bruto 344 241 1,23 0,88 - 1,89£1,2
Branqueado 415 4,49 1,08 1,07 - 269119
Degomado 476 423 2,42 n.d. -  2,85 +2.1
Neutralizado 2,20 2,01 1,02 n.d - 1,31+£1.0
Desodorizado 061 084 n.d. n.d. - 0,36 +04
REFINADORA B  Extracdo do germe pelo processo de moagem seca
Bruto 7,14 6,35 26,94 99,88 16,36 31,33 £39,2
Brangueado 52,13 23,15 49,79 30,06 10,41 33,11+17,8
Degomado 10,16 22,13 28,59 2,36 - 15,81+ 11,8
Neutralizado 21,55 8,72 13,31 23,66 8,61 1517+ 7,1
Desodorizado 12,27 32,18 22,07 4,50 11,77 16,56 + 10,7

a. Os resultados representam a média de duas determinactes

b. Média das coletas + desvio padrio

n.d. = ndo detectado (< 0,5ng/kg)
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Cabe ressaltar que a amostragem dos Oleos foi feita pela prépria
indGstria, a qual se solicitou que cada coleta fosse realizada em intervalos de
pelo menos 24 h e que os dleos fossem amostrados seqiencialmente, de forma

a que o 6lec desodorizado da coleta 1 correspondesse ao 6leo bruto da mesma

coleta.

Aparentemente, este procedimento foi seguido pela refinadora A, estando
os resultados das analises de acordo com dados da literatura. Segundo Larsson
et al. 1987, éleos brutos de soja, coco e canola com elevados teores de HPAs
tiveram sua contaminag¢éo bastante reduzida apés o processo de clarificagéo e

desodorizagao.

Pesquisa semethante realizada por Dennis ef al, 1991, indicou que o
processo de refino reduzia o teor dos hidrocarbonetos fluoranteno, pireno,
benzo(a)antraceno e criseno em oleos brutos de canola, soja, milho e peixe.
Ambos os autores consideraram que o efeito da etapa de descdorizagéo sobre

os HPAs pesados (4 ou mais angis) era menor.

Quanto & refinadora B, os resultados obtidos sugeriram que o
procedimento recomendado para a coleta dos 6leos n&o foi seguido e, portanto,
solicitou-se @ mesma uma nova coleta, alertando-a sobre a importancia das
amostras serem tomadas sequencialmente. Os resultados relativos a esta coleta
(coleta 5) evidenciaram o efeito do refino na redugéo do nivel de B(a)P presente
no éleo bruto e confirmaram uma maior contaminacdo dos 6leos processados
por esta refinadora (Figura 3). De acordo com Camargo e Toledo, 1998, os niveis
de B(A)P nos 6lecs de milho refinados e comercializados pela refinadora B
encontram-se na faixa de 4,5 a 19,9 ng/kg, enquanto que aqueles processados

pela refinadora A apresentam quantidades mais baixas, na faixa de 0,85 a
7,61pg/kg.
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B(a)P

b}

B(a)P

N~

FIGURA 3. Cromatogramas por CLAE de amastras de &leo de milho (a) bruto e
(b) refinado. Condigdes: fase mdvel acetonitrila : agua (7:3 v/v), fluxo 1 mi/min.,

detector de fluorescéncia, coluna C18 (ODS), 25 cm X 46 mm d.i, com

particulas de 5 um . B(a)P = benzo(a)pireno.
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Inicialmente, considerou-se que a causa da maior contaminagéo dos
6leos refinados pela indUstria B estaria associada ao milho seco utitizado, que
apresentaria niveis mais elevados de B(a)P. Entretanto, esta hip6tese foi
descartada, j4 que as inddstrias extratoras processam graos de diferentes
procedéncias, provavelmente das mesmas cooperativas. Enquanto a Refinadora
A extrai o 6leo bruto que processa, a Refinadora B refina éleos brutos fornecidos
por diferentes industrias extratoras, néo tendo controle sobre o dleo que recebe.
Com base nestas informagdes, procurou-se investigar se o processo de moagem

teria alguma influéncia na contaminagéo do 6leo.

A Refinadora A, por comercializar também o amido de milho, utiliza a
moagem Umida, que além de possibilitar a extracao do amido, resulia em uma
melhor separagéo do germe e da casca. Como conseqiiéncia, a transferéncia de
HPAs do exterior do grio para o germe deve ser menor. As demais industrias
extratoras de 6leo, que fornecem 6leos brutos para varias industrias refinadoras,
utilizam, em sua maioria, o processo de moagem seca. Neste processo, a casca
se mistura com o germe € desta mistura se extrai o dleo. Considerando-se que 0
germe representa cerca de 15% do grdo, 0s HPAs presentes no grao seco
seriam concentrados no dleo bruto, como realmente parece ocofrer. De acordo
com aos dados da Tabela 4 , os niveis de B(a)P determinados nos dleos brutos
processados pela Refinadora B (6,35 a 99,88 ug/kg) foram bastante superiores

aos originalmente presentes nos gréos secos (Tabela 2).

Uma outra possivel fonte de contaminagéo de éleos vegetais durante o
refino € a hexana, solvente comumente utilizado pelas refinadoras. Apds sua
utilizagéo, este soivente é submetido a um processo de destilacéo, sendo
posteriormente reutilizado no processo (hexana usada ou recuperada). No
presente estudo, as amostras de hexana nova e recuperada nfo apresentaram
niveis detectaveis de B(a)P (<0,5 ug/kg), ndo havendo indicagdo de que as
mesmas contribuam para a contaminagéo do 6leo. Entretanto, a andlise do perfil
cromatografico das amostras do solvente evidenciam sua contaminagéo por

HPAs de baixo peso molecular, eluidos no inicio do cromatograma (Figura 4).
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FIGURA 4. Cromatogramas por CLAE de amostras de hexana (a) nova e (b)
recuperada. Condicoes: fase moével acetonitritaiagua (7:3 viv), fluxo 1 mi/min.,
detector de fluorescéncia, coluna C18 (ODS), 256 cm X 46 mm d.i., com

particulas de 5 um. B(a)P = benzo(a)pireno.
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A auséncia de contaminagdo por B(a)P observada nas hexanas
analisadas também foi evidenciada por outros pesquisadores (Ryder e
Sullivan, 1962, Howard et al. 1998, Grimmer & Hildebrandt, 1967, Howard et al.
1968), tendo sido encontrado na literatura apenas um registro da presenca de
HPAs carcinogénicos neste solvente {Lijinsky e Raha, 1961, citados por Haenni,
- 1968).

Como os resultados obtidos até entao indicaram que o B(a)P nao era
introduzido no 6leo de milho por solventes usados no proéesso de extracdo ou
pelo processo de refinagdo, estando ja presente no éleo bruto, decidiu-se pela
investigagdo do processo de moagem. infelizmente, s6 foi possivel acompanhar
o processc de moagem amida, conduzido pela refinadora A, e 0s resultados

estao apresentados na Tabela 5.

Com excecdo do germe de milho seco e da agua de maceragdo, nao foi
detectada a presenca de B(aP nas demais amostras analisadas.
Aparentemente, os HPAs presentes na superficie do gréc seco sdo em parte
transferidos para a agua de maceragdo, nao tendo sido possivel detectar sua
presenga Nho grac macerado e tampouco no germe umido. A casca,
provavelmente devido as inumeras lavagens as quais o grao macerado &
submetido durante a extracdo do amido, também nao apresentou contaminagac
detectave!. Entretanto, no germe seco, obtido apds passagem do germe Umido
em secador rotativo a dleo combustivel, foi possivel detectar a presenca de
B(a)P. De acordo com informagoes da indUstria, durante este processo de
secagem n#o ha contato direto dos gases de combustdo com o germe, nao
sendo aparentemente esta a origem da contaminaggo. Infelizmente, devido ao
numero limitado de amostras analisadas e das inGmeras variaveis envolvidas em
todo o processo, néo & possivel determinar se a contaminagéo ocorreu durante
a secagem ou se ja estava presente no germe umido. De qualquer forma,
conforme os dados da Tabela 4, o contaminante esta presente no dleo bruio
extraido por esta Refinadora em niveis entre 0,88 a 3,44 ng/kg, o que confima a

sua presenca no germe seco.
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Tabela 5. Teor de benzo(a)pireno {ug/kg) em amostras coletadas no processo

de moagem Umida e separagéo do germe de milho.

AMOSTRA COLETA
- 1 2
Milho Macerado * n.d. n.d.
Agua leve® (procedente da 2,0 n.d.

maceracéo do milho)

Germe de Milho Umido ® n.d. n.d
Casca de Milho® nd nd
Germe de Milho Seco® 1,5 1,3

a- valores expressos em reiagéo a fase oleosa,
b - amostras coletadas apés 34,5 h do inicio da maceragéo dos gréos ,
n.d. -ndo detectado (< 0,5 ng/kg).

A Tabela 6 apresenta resultados de ensaios conduzidoes com o intuito de
verificar a eficiéncia do carvic ativado na remogéo de B(a)P de amostras de
éleo artificialmente contaminadas. Como pode ser observado, o tratamento do
dleo neutralizado com 0,2% de carvéo ativado foi suficiente para redugéo da
contaminagdo a niveis ndo detectaveis, sendo os trés tipos de carvéo testados
igualmente eficientes. Para uma concentragdc de carvao A 50% inferior, a
concentragao de B(a)P foi reduzida em cerca de 85%. Varios tratamentos com
resinas de troca iénica também foram conduzidos, resultando em nao mais que
20% de remogéo do B(a)P.
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Tabela 6. Teor de benzo(a)pireno (ug/kg) em amostras de dleo de milho

submetidas a diferentes tratamentos com carvéo ativado

OLEO DE MILHO AMOSTRA

1 2
neutralizado® 30,8 30,2

branqueado 301 -
branqueado + 0,2% carvio A n.d. n.d.

branqueado + 0,2% carvao B n.d. -
branqueado + 0,2% carvéo C - n.d.
brangueado + 0,1% carvio A - 4,4

a - 6lec neutralizado e artificialmente contaminado com 27 pg/kg de B(a)P .
(-} n&o disponivel

n.d. - ndo detectado (< 0,5 pg/kg)

Diferengas no processamento do gréo de milho, incluindo a secagem ¢
moagem, parecem estar diretamente associadas & grande variabilidade nos
niveis de B(a)P detectados nas diferentes marcas nacionais de 6leos de milho

refinados.

Embora os niveis de B(a)P nos 6leos desodorizados analisados tenham
sido consideravelmente menores que o©0s brutos correspondentes, a

desodorizacéo tem apenas um efeito pouco significativo na remogéo dos HPAs
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de alto peso molecular e ndo é suficiente.para resultar em um dleo apropriado

para o consumo humano, caso 0s 6leos brutos estejam muito contaminados.

Infelizmente, no Brasil, por problemas econdmicos, ndo se utiliza carvdo
ativado no processo de refino de odleos vegetais, apesar da comprovada
eficiéncia da clarificagdo com uso de carvdo ativado na remocdc de HPAs.
Desta forma, para se produzir éleo refinado de milho com baixo teor de HPAs
sem a utilizagdo de carvdo ativado, € indispensavel que o 6leo bruto a ser

refinado esteja com baixa contaminagéo.

Os resultados da presente investigacao indicam que a grande variacao
nos niveis de B(a)P em diferentes lotes de 6leos de mesma procedéncia podem
ser atribuidas a diferengas de contaminagdo de alguns lotes de oOleo bruto. O
contetido de HPAs no dleo bruto, por sua vez, depende do processamento

anterior do grac de milho, desde a secagem até a retirada do germe.

O controle da secagem pela industria parece ser uma tarefa dificil, ja que
inUmeras variaveis estao envolvidas na maior ou menor formagdo de HPAs,
desde o tipo de madeira usada para queima como a granulometria dos gréos e a
presenca de residuos. A moagem, por outro lado, pode resultar em uma maior
passagem de HPAs para o germe € em sua concentracédo no dleo bruto, sendo
também uma etapa de dificil controle para as refinadoras que apenas processam

0 Gleo brufo.

E, portanto, recomendavel a contrale da presenca de B(a)P no dleo bruto
recebido de industrias exiratoras, e sua rejei¢do, caso o nivel de contaminacio
esteja acima de valores que possam ser reduzidos a niveis aceitaveis pelo
processo tradicional de refino. Alternativamente, o 6leo com altos teores de

B(a)P poderia ser submetido a uma etapa de limpeza com carvéo ativado.
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Capitulo 4

AVALIAGAO DA CONTAMINAGAO DE MARGARINAS,
CREMES VEGETAIS E MAIONESES POR
HIDROCARBONETQS POLICICLICQS AROMATICOS

trabalho a ser enviado para publicagéo na revista:

Food Chemistry
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Resumo

Hidrocarbonetos paliciclicos aromaticos (HPAs) s&o um grupo de compostos que
tém sido objeto de muitas pesquisas devido a seu potencial toxico. Margarinas,
cremes vegetais e maioneses disponiveis no mercado brasileiro foram
analisadas nesie estudo quanto ao teor de pireno, fluoranteno,
benzo(a)antraceno,  criseno,  benzo(b)fluoranteno,  benzo(kjfluoranteno,
benzo(a)pireno e dibenzo(ah)antraceno. A metodologia analitica envolveu
extracdo liquido-liquido, limpeza em coluna de silica gel e determinagao por
cromatografia liquida de alta eficiencia com detector de fluorescéncia. Niveis
variaveis de contaminacédo foram encontrados em marcas diferentes do mesmo
produto ¢ em lotes diferentes da mesma marca. O teor de HPAs totais
encontrados foi na faixa de 4,1 a 7,1 ug/kg em cremes vegetais, 1,7 a 3,9 ng/kg
em margarinas e 1,0 a 21,7 ug/kg em maioneses. Em geral, os produtos que
continham 6leo de milho em sua formulagdo mostraram os maiores niveis de
contaminacéo. Com base nestes resuitados e na importancia de gorduras, 6leos
e produtos derivados como fonte de ingestdo de HPAs, recomenda-se aos
produtores de margarinas, cremes vegetais e maioneses que iniciem o controle
da contaminagfo dos dleos vegetais utilizados na elaboragéo destes produtos,
de forma a reduzir a exposi¢cdo do consumidor a quantidades excessivas de

compostos potencialmente carcinogénicos.
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Abstract

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are a group of compounds that have
been the subject of much concern due to their toxic potential. In this study,
margarines, vegetable cream and mayonnaise available on the Brazilian market
were analyzed for pyrene, chrysene, benzo(a)pyrene, benzo(b)fluoranthene and
dibenzo(a,h)anthracene. The analytical methodology involved  liquid-liquid
extraction, clean-up on silica gel column and determination by high performance
liquid chromatography using fluorescence detector. Variable levels of
contamination were found within differents brands of the same product and within
differents batches of the same brand. The total PAH content was in the range of
4.1 to 7.1 nglkg in vegetable cream, 1.7 to 3.9 ng/kg in margarine and 1.0 to 21.7
ug/kg in mayonnaise. In general the products that contained added corn oil
showed the highest levels of contamination. Based on these results and on the
importance of fat, oils and derived products for the intake of PAHs, it is
recommended that producers of margarine, vegetable creams and mayonnaise
start to control the contamination of the vegetable oils used in the elaboration of
these products, in order to reduce the exposure of consumers to excessive

amounts of potentially carcinogenic compounds.
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INTRODUGAO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo uma classe de
substancias amplamente distribuidas no ambiente, muitas das quais com
potencial toxico testado e comprovado em animais de laboratério (IARC, 1983)
Os HPAs s&o formados principalmente em processos de combustéo incompleta
de matérias orgénicas e encontram-se na natureza como contaminantes de
solos, ar e alimentos (Swallow, 1976; Walker, 1977; Lo & Sandi, 1978; Howard &
Fazio, 1980; Welling & Kaandorp, 1986).

O potencial carcinogénico apresentado por alguns HPAs, entre eles o
benzo{a)pirenc (B(a)P) (IARC, 1983), tém estimulado o desenvolvimento de
pesquisas no sentido de identificar e quantificar as provaveis fontes de

exposicéo humana a estes compostos.

Em estudo conduzido por Hattermer- Frey & Travis (1991), estimou-se
que a cadeia alimentar contribui com aproximadamente 97% do total da
exposigéo diaria ao B(a)P. Segundo Larsson ef al., 1987, o8 dleocs e gorduras
s30 considerados a segunda fonte de importancia para a ingestdo de HPAs,
embora outros autores tenham registrado os mais altos niveis individuais
(Dennis ef al, 1983). Neste grupo de alimentos, verificou-se que a maior
contribuicio de B(a)P vem das margarinas (70%), 11% dos 6leos vegetais, 9%
da banha, 3% da manteiga e 2% dos queijos (Dennis et al, 1891). As
margarinas e cremes vegetais s&o considerados fontes importantes para a
ingestéo diaria destes contaminantes devido a sua aita incidéncia na dieta,
ainda que os niveis de HPAs presentes estejam bem abaixo daqueles que tém

sido encontrados em éleos vegetais.

D' Artigo, citado por Mariani & Fedeli; 1984, encontrou em margarinas
italianas uma contaminagéo media elevada por B(a)P: 4,0 ng/kg em margarinas
vitaminadas, 8,2 pg/kg em margarinas puras, 45 ug/kg em margarinas para

culinaria e 3,3 ug/kg em margarinas de mesa.
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Posteriormente, Hopia ef al, 1986, encontraram em margarinas e
gorduras vegetais niveis de B(a)P na faixa de 0,02 a 2,2 pg/kg, enquanto que
Dennis ef al, 1991, determinaram em 19 amosiras de margarinas e cremes

vegetais uma concentrag&o média de B(a)P de 1,68 (0,19 - 6,0) ng/kg.

Considerando-se a ndo disponibilidade de dados nacionais sobre a
contaminacdo de produtos a base de Oleos vegetais por esta classe de
substancias de potencial comprovadamente toxico e 08 altos niveis de B(a)P em
oleo vegetais brasileiros, reportados por Pupin & Toledo, 1996, o presente
estudo foi dirigido & avaliagéo da contaminacéo de margarinas, cremes vegetais

e maioneses por HPAS.

MATERIAL E METQDOS

Amostras

Amostras de margarinas (6 marcas), cremes vegetais (5 marcas),
halvarinas (2 marcas), gordura vegetal hidrogenada (1 marca) e maioneses (7
marcas) foram adquiridas no comércio da cidade de Campinas-SP em um
intervalo de tempo de 1 ano (julho de 1995 a julho de 1996), em 3 coletas
distintas. Todas amostras, num total de 63, foram analisadas quanto a presenca
de pireno, fluoranteno, benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)flucranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(ajpireno e dibenzo(a,h)antraceno. As analises foram

conduzidas em duplicata.

Reagentes

Todos reagentes foram da marca Merck. Os solventes acetonitrila e
dimetilformamida foram de grau CLAE e o solvente ciclohexano, grau PA, foi

destilado em coluna de vidro antes do uso. A agua utilizada foi destilada e
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purificada em sistema Milli Q (Millipore Ltd). Os padrdes analiticos foram obfidos
da Sigma e da Aldrich Chemical Co. Ltd.

Estudos de Recuperagio e Limite de Detecgao do Método

Durante os ensaios foram realizadas andlises de controle sobre 0s
reagentes (andlise do branco) para verificar a auséncia de HPAs e de picos
interferentes. Para avaliagdo da metodologia foram conduzidos testes de
fortificacéo para cada HPA em 3 niveis diferentes, adicionando-se as amostras
quantidades conhecidas do padréo correspondente, extraido com as amostras

durante o desenvolvimento das analises.

Foi também determinado o limite de detecgéo do método para cada

padrao de HPA analisado.

Extragéo

O método de extracdo seguido foi desenvolvido por Grimmer & Bohnke,

1975 e adaptado por Speer et al., 1990, como descrito a seguir.

Margarinas e cremes vegetais

Cerca de 100 g do produto foram pesados e submetidos a banho-maria a
40-50°C até o total derretimento. Amostras de 10g da fase oleosa a temperatura
ambiente foram pesadas em um béquer de 50 mL, e transferidas com 100 mL de
ciclohexano divididos em trés porgdes para um funil de separacéo de 250 mL (as
fortificacdes séo feitas neste ponto). Os HPAs foram extraidos com 3 porgdes de
50, 25 e 25 mL de dimetitformamida : agua (9:1, viv)e 0 extrato diluido com 100
mL de sulfato de sodio a 1% em &gua. O extrato foi reextraido com porgbes de

50, 35 e 35 mL de ciclohexano e duas vezes com 40 mL de agua, seco com
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sulfato de sodio anidro (cerca de 5 g) e concentrado para um volume final de 2

mL em evaporador rotativo & vacuo, com banho a temperatura de 40°C.

Maioneses

Cerca de 200 g de maionese foram colocados em freezer por
aproximadamente 24 horas € a sequir deixados a temperatura ambiente até
separacio das fases. Dez gramos da fase oleosa foram pesados em um béquer

de 50 mL, seguindo-se o procedimento de extracdo descrito para margarinas.

Limpeza das Amostras

As amostras foram limpas por passagem através de uma coluna
cromatogréfica de vidro (21 X 1,1 cm d.i.) contendo 5 g de silica gel (Merck)
desativada com agua (12 %). O extrato foi diluido com 2 mL de ciclohexano,
adicionado no topo da coluna e eluido com 85 mL de ciclohexano. Os primeiros
10 mL foram descartados e o restante recolhido em um baldo de 250 mL. A
fragéo coletada foi concetrada até quase secura em evaporador rotativo a vacuo,
completando-se a secagem com fluxo de nitrogénio. O residue foi diluido com

2mL de acetonitrila em um frasco de vidro e armazenado em freezer até analise.

Desenvolvimento Cromatografico

As amostras foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector de fluorescéncia, utilizando-se pré-coluna e coluna Vydac C18

(ODS), 25 cm X 4,6 mm d.i., com particulas de Sum.

O sistema cromatogréfico utilizado foi da marca Waters, constituido de
bomba quaternaria Waters 600, injetor automatico Waters 717 com loop de

capacidade de 20 ul e detector de fluorescéncia Waters 474, com excitagéo a
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290nm e emissdo a 430nm. O integrador foi 0 Spectraphisics, modelo SP4400 e
a fase mével uma mistura de acetonitrila @ agua (75:25), com fluxo de 1,0

mL/min.

Apos prévia estabilizagdo do sistema, foram injetados 20ul dos 2 mL do

exirato final das amostras.

O pico correspondente a cada HPA foi identificado por comparagéo de
seu tempo de retengdo com o do respectivo padréo e quantificado por
padronizagdo externa. A confirmagao do pico foi realizada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, com detector de varredura de fotodiodos (Shimatzu).
As condicdes de trabalho utilizadas foram as mesmas do sistema com detector
de fluorescéncia. A faixa de varredura do espectro foi realizada entre 290 e 500

nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 lista os oito HPAs analisados, especificando as respectivas
abreviacbes a serem utilizadas na apresentagdo dos resultados, o limite de
detecgdo do método para cada HPA e informacdes sobre o potencial
carcinogénico dos compostos. Estes hidrocarbonetos foram selecionados para
analise com base em seu potencial carcinogénico, ocorréncia e disponibilidade

para aquisicdo dos padres.

Os limites de detecgio reportados na literatura para HPAs em bleos e
gorduras, utilizando-se CLAE como técnica de anaélise, referem-se ao HPA mais
estudado, B(a)P, e variam na faixa de 0,01 a 0,5 ug/kg (Swallow, 1976; Dennis,
M.J., et al; Hopia et al.,1986; Speer & Montag, 1088 Speer ef al.,1990). Nas
nossas condicdes de andlise, obteve-se para o B(a)P um limite relativamente

inferior, igual a 0,01 ug/kg, detectado na fase oleosa do produto.
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Tabela 1. Abreviaco, limite de detecgdo e carcinogenicidade dos

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos analisados.

HPA abreviagdo limite de detecgao carcinogenicidade*
{ng/kg)
Fluoranteno F 0.03 -
Pireno P 0,10 -
Benzo(a)antraceno B(a)A 0,10 +
Criseno Cr 0,04 +
Benzo(b)fluoranteno B(b)F 0,10 +
Benzo(k)flucranteno B(k)F 0,06 _ +
Benzo(a)pireno B(a)P 0,01 +
Dibenzo(a,h)antraceno B(a,h)A 0,58 +

* o animais de laboratério; (+) suficiente, () limitada, ( - } nenhuma (IARC,
1983)

Na Tabela 2 encontram-se os resultados dos ensaios de recuperagéo do
método empregado. Estudos conduzidos por outros autores revelam diferentes
valores de recuperacéo, variaveis em fungéo do método utilizado. De Vos et al.,
1990, refataram os seguintes valores de recuperagéo. 97% para fluoranteno,
101% para criseno, 87% para benzo(a)antraceno, 86% para benzo{a)pireno,
101% para benzo(b)flucranteno e 102% para benzo(k)fluoranteno. Van
Heddeghem et al., 1980, por sua vez, determinaram em produtos oleosos uma
recuperacao de 78% para o B(a)P, enquanto que Grimmer & Hildebrandt, 1967,
obtiveram um valor de 88%. A recuperacao média (+ SD) do B(a)P neste estudo

foi de 97,80 + 5,43, o que indica a precisao da metodologia empregada.
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Tabela 2 . Recuperagéo de hidrocarbonetos aromaticoes em margarinas €
maioneses.

nivel de _ -
recuperacac recuperagao
HPA fortificacdo perag perag
(ng/kg) (%) média (%)**
Fiuoranteno 0,54 95,01
179 97,79 97 84 +2,86
1,08 100,73
Pireno 0,15 85,91
0,58 79,96 8513+ 4,89
1,18 89,53
Benzo{a)antraceno 0,71 79,72
1,71 92,52 88,03 +7,20
2,53 91,84
Criseno 0,54 95,82
1,49 98,37 08,45+ 2,68
2,24 101,17
Benzo(b)fluoranteno 0,57 84,46
1,02 84,22 82,93 +2,44
1.54 80,12
Benzo{k)fluoranteno 0,29 94,88
0,58 85,75 92,23 £565
1,45 96,07
Benzo(a)pireno 0,51 93,00
1,50 103,70 97,80 + 5,43
3,72 96,70
Dibenzo(a,h)antraceno 0,54 95,98
1,08 87 90 9377 + 5,14
2,00 97,43

*A recuperacéo em cada nivel é média de duas deferminagdes.

« Média + desvio padréo.
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A Tabela 3 apresenta a média de contaminagéo por HPAs calculada para
os produtos analisados. Os niveis de HPAs, determinados na fase oleosa do
alimento, foram corrigidos em fung&o da porcentagem de Oleos vegetais
declarados na composi¢do de cada um dos produtos analisados, o que pode
resultar em valores abaixo do limite de detecgdo do HPA. A Figura 1 mostra o
cromatograma de uma mistura de padrées e a Figura 2 apresenta

cromatogramas obtidos para amostras de margarina e maionese.

As margarinas, rotuladas como tal, apresentam em sua formutacdo de 80
a 83% de lipideos, enquanto que 0s cremes vegetais contém 60 - 62% e as
halvarinas, aproximadamente 40%. Nos trés produtos, o dleo mais utilizado € o
de soja, provavelmente devido ao seu custo mais baixo em relagio aos demais
6leos vegetais. Mesmo nos produtos em cujo rétulo & mencionada a presencga de
outros dleos vegetais, como milho e girassol, a concentracdo destes Oleos é de,
no maximo, 15 a 20%, segundo informagdes do fabricante. A maionese, por sua

vez, apresenta em sua composiggo um teor de lipideos na faixa de 70 a 80%.

A maioria das amostras analisadas mostrou diferencas quanto a
contaminac&o por HPAs. Amostras individuais da mesma marca de margarina,

por exemplo, variaram em seu teor de B(a)P por um fator de até 10.

A variabilidade na extensdo da contaminag@o por HPAs, observada no
presente estudo e também documentada por outros autores (Dennis et al., 1991,
Hopia ef al., 1986), esta provavelmente associada a contaminagdo variavel dos

dleos vegetais usados como ingredientes na elaboragéo dos produtos.

O éleo vegetal mais utilizado na fabrica¢éo de margarinas no Brasil ¢ o
de soja que, conforme relatado por Pupin e Toledo, 1996, encontra-se
contaminado por niveis de B(a)P na faixa de <0,5 a 8,1 ug/kg, com média de 2,2
uglkg. Considerando-se a concentragdo média de B(a)P nas margarinas
brasileiras analisadas (0,58 pg/kg) e expressando-se este valor em base a fase
oleosa, que representa cerca de 82% do produto, pode-se estimar que o dleo

de soja utilizado na elaboragéo das margarinas estava contaminado com
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Tabela 3. Média e faixa de concentracgdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (ug/kg) em alimentos gordurosos

HPA*

margarina

halvatina

gordura vegetal

maioriese

creme vegetal i

(n=18) (n=15) (=6) (n=3) (n=21}
F 63 072 022 002 G50
nd. - 1,95 n.d.- 3,19 0,07 -0,78 0,03 -0,07 0,11-2,76

P 0,05 0,81 0,13 A.d. 0,83
n.d. - 0,84 n.d. - 2,36 n.d. -0,40 n.d. - 7,03

B(a)A 0,71 128 0,66 0,31 1,32
0,22 - 1,36 0,45 - 3,60 0,14 - 2,14 0,24 - 0,40 0,32 - 4,83

Cr 0,16 0,54 0,27 n.d. 0,22
n.d. - 0,62 n.d. -1,61 n.d. - 0,94 n.d. - 1,37

B(b)F 0,52 0,69 0,27 0,18 0,64
0,18 - 1,03 0,29-1,15 nd. - 0,68 0,09 - 0,26 0,14 - 2,43

B(k)F 0,20 0,34 0,12 0,09 0,33
0,07 - 0,34 0,11 - 0,84 0,06 - 0,20 0,08 - 0,12 0,08 - 1,07

B(a)P 0,58 0,82 027 0,15 1,38
0,11-1,23 0,32- 1,39 0,14 - 0,63 0,01-0,32 0,12 - 6,99

B(a,h)A n.d. : 0,56 . nd. n.d. 1,00

n.d.- 4,37 n.d.-6,76

*P=girenc; Fﬁfluo_ranten:o; B(a)A =benzo(a)antréceno;_Ck=criseno; B(b)F=benzo(b)fluorantens; B(k)F= benzo{k)flucranteno;
B(a)P=bénzo(a)pireno;, B(a,h)A=dibenzo(a, h)antraceno.

n.d. n&o detectado (limites de detecgéo na Tabela 1)



Figura 1. Cromatograma por CLAE de uma mistura de padrées de HPAs.
Condices: fase mével acetonitrila : agua (75:25 viv), fluxo 1 mi/min, detector de
fluorescéncia, coluna C-18 (ODS), 25 cm X 4,6 mm d.i., com particulas de 5um.
Picos: 1=F, 2=P, 3 = B(a)A, 4=Cr, 5=B(b)F, 6=B(k)F, 7=B(a)P, 8=B(a,h)A. Os

picos estéo identificados na Tabela 1.
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Figura 2. Cromatogramas por CLAE de amostras de (a) margarina e (b)
maionese. Condigdes: fase mével acetonitrila : agua (7:3 v/v), fluxo 1 mi/min,
detector de fluorescéncia, coluna Vydac. Picos: 1=F, 2=P, 3 =B(a)A, 4=Cr,
5=B(b)F, 6=B(k)F, 7=B(a)P, 8=B(a,h)A. Os picos estao identificados na Tabela 1.
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niveis médios de 0,71 ug/kg, dentro da faixa encontrada por Pupin e Toledo,
1996. O mesmo raciocinio, feito para os cremes vegetais, indica que o dleo
utilizado na sua elaboragéo estava mais contaminado por B(a)P, com niveis
médios de 1,2 pg/kg. Considerando-se que trés marcas de creme vegetal
analisadas contém cerca de 15 a 20 % de 6leo de milho em sua composi¢ao,
pode-se supor que a maior contaminagdo observada nestes produtos se deva a
utilizacdo do oleo de milho que, comparativamente ao dleo de soja, apresenta-se
mais contaminado por HPAs, com teor médio de B(a)P de 10,8 pg/kg (Pupin &
Toledo, 1996).

Na Tabela 4, onde esta apresentada a Y dos HPAs analisados nos
diferentes produtos, pode ser observada a contaminagdo relativamente maior
dos cremes vegetais que contém dleo de milho (marcas H, | e J}, embora a
marca G, em cujo rétulo ndo consta a presenga de dleo de milho, tenha

apresentado a maior contaminagao.

De acordo com os resultados obtidos {Tabela 3), o HPA mais estudado e
conhecido, o B(a)P, estd presente em maioneses em niveis maiores que nos
demais produtos, indicande que os Oleos utilizados em sua elaboracdo

apresentavam-se relativamente mais contaminados.

A maionese de Marca T, em particular, apresentou niveis de HPAs
bastante acima das demais marcas (Tabela 4), comprovando a variabilidade de
contaminacdo dos dleos dtilizados na composicdo de produtos gordurosos

analisados.

A legislac@o brasileira vigente ndo estabelece tolerancia para a presenca
de HPAs em alimentos. Paises como a Alemanha, Austria e Poldnia limitam em
1 ng/kg o teor maximo de B(a)P em carnes defumadas e este valor tem sido
utilizado como limite referencial para avaliar a contaminacao de outros alimentos
(Larsson, 1986). Na Alemanha, embora também ndo exista uma legislagéo
especifica, as industrias de alimentos recomendam limites para a presenca de

HPAs em oOleos e gorduras refinados. O teor de HPAs leves (fenantreno,
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Tabela 4. Teor de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em margarinas,

cremes vegetais, halvarinas e maioneses

Produto/marca 2. HPAs *(ug/kg)
Margarina
A 3,06 £0,25
B 3,99+ 0,20
C 1,90 £ 0,20
D 3,09+£0,19
E 2,01 +0,11
F 1,72 +0,25
Creme vegetal
G 7,06 +0,20
H 6,25 + 0,94
| 6,74 + 0,27
J 4744045
K 4,04 £ 0,21
Halvarina
L 2,73+0,38
M 1,11+ 0,08
Maionese
N 6,10 + 0,46
O 2,2910,58
P 1,50 £ 0,32
Q 3,02 £ 0,47
R 3,72+0,54
S 1,03+0,13
T 21,73+0,57

*0Os resultados s&o média de 6 determinagdes (n=3).

2. HPAs

= pireno + fluoranteno + benzo(a)antraceno + criseno +

benzo(b)fluoran-teno
dibenzo(a,h)antraceno.

+

benzo(k)fluoranteno

99

+ benzo(a)pireno

+



antraceno, pireno, benzo(a)jantraceno, criseno, trifenileno e fluoranteno) nao
deve exceder 25 uglkg e a soma dos HPAs pesados (benzo(a)pireno,
benzo(e)pireno,  benzo(a)flucranteno,  perileno, indeno(1,2,3-cd)pireno,
dibenzo(ah,ac)antraceno, benzo(bjk)fluoranteno, benzo(ghi)perileno) deve ser

inferior a 5 pglkg (Speer ef al,, 1990).

No presente estudo, o creme vegetal mais contaminado foi o de marca G,
cujo teor de HPAs pesados (benzo(b)fluoranteno, benzo(kjflucranteno, benzo-
(a)pireno, dibenzo(a,hjantraceno) somou 2,70 pg/kg, correspondentes a 4,5
ug/kg no dleo vegetal refinado utilizado como ingrediente. Considerando-se que
apenas metade dos HPAs de alto peso molecular especificados pela indUstria
alema foram determinados nesta pesquisa, é provavel que o limite de 5,0 ngikg
tenha sido ultrapassado por esta e outras amostras analisadas. Para maioneses
a situagdo & mais critica, uma vez que a concentracéo media de HPAs pesados

determinados no produto de marca T foi de 12,61 pg/kg, equivalentes a 16,1

ug/kg no 6leo vegetal.

Tendo em vista os resultados obtidos e a importancia do grupo de éleos e
produtos a base de Oleos para a ingestdo de HPAs, recomenda-se aos
produtores de margarinas € maioneses o confrole da contaminagéo dos dleos
vegetais empregados na elaboragdo de seus produtos, visando reduzir a
exposi¢do humana a estes contaminantes, muitos dos quais com potencial

carcinogénico comprovado.
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CONCLUSAO

O monitoramento, durante 2 anos, de éleos de milho comercializados na
regifio de Campinas revelou a presenga de benzo(a)pireno B(a)P em todas as
amostras analisadas, além de uma grande variabilidade nos niveis encontrados
em diferentes marcas e lotes de mesma marca. A investigagdo da origem da
contaminacdo e da variagao nos niveis de B(a)P encontrados mostrou que a
secagem dos gréos de milho em secadores a lenha € uma das fontes de
contaminagdo, enquanto gque a moagem Umida contribuiu para reduzir a
contaminacéo do dleo final. O uso do carv@o ativado a 0,2% na etapa de
clarificagdo confirmou-se como um tratamento eficiente na remogao de

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS).

Também foi detectada a contaminagdo de amostras de margarinas,
cremes vegetais, halvarinas e maioneses por HPAs, 0 que esta provavelmente
associado & contaminacdo dos Oleos vegetais usados como ingredientes na

elaboracao dos produtos.

Tendo em vista os resultados obtidos e a importancia de se reduzir a
exposicdo humana a HPAs, muitos dos quais com potencial carcinogénico,
recomenda-se aos produtores de dleos de milho a implantagdo de um
mecanismo de controle da contaminacdo destes alimentos por HPAs,
particularmente durante a secagem dos graos e moagem ou, alternativamente, a

introdu¢éo de uma etapa de clarificagdo com carvao ativado.
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ANEXOS

1 Ch1 280nm :

ANEXO 1- Cromatograma de uma mistura de padrées de hidrocarbonetos
arométicos policiclicos por CLAE e detector UV-VIS.

340 %ﬁ"w“r:" i m«‘* .
mmmmmum

e ™

ANEXO 2- Cromatograma de uma mistura de padrdes de hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos por detector UV-VIS/ varredura de fotodiodos.

104



D:AMOSTRAG .KIC:AMOSTRAG . RM:HFAS .MET L :PAHSTD.SLB;
i b : : .
{ 10 . . .

; [ ] Ch1280nm : : (+]
L}

1

ANEXO 3- Cromatograma de uma amostra de éleo de milho refinado por CLAE e
detector UV-VIS.

ANEXO 4- Cromatograma de uma amostra de 6leo de milho refinado por CLAE e
detector UV-VIS/varredura de fotodiodos.
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ANEXO 5- Cromatograma de uma amostra de margarina por CLAE e detector
UV-VIS.

ANEXO 6- Cromatograma de uma amostra de margarina por CLAE e detector
UV-VIS/varredura de fotodiodos.
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ANEXO 7- Cromatograma de um padrao de benzo(a)pireno por CLAE e detector
UV-VIS.
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ANEXO 8- Cromatograma de um padrao de benzo(a)pireno por detector UV-VIS/
varredura de fotodiodos.
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ANEXO 09- Cromatograma por CLAE de uma amostra de élec de mitho neutralizado.
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Condicdes: fase movel acetonitrita: agua (7:3), fluxo 1 mi/ml, detector de fluorescéncia,

coluna C18 (ODS), 25 cm X 4,6 mm d.i., com particulas de 5 um.
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ANEXO 10- Cromatograma por CLAE de uma amostra de ¢leo de milho neutrafizado
tratado com carvdo ativado. Condigdes: fase movel acetonitrila: agua (7:3), fluxo 1 m¥/mi,
detector de fluorescéncia, coluna C18 (ODS), 25 cm X 4,6 mm d.i., com particulas de 5

wm.
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ANEXO 11- Cromatograma por CLAE de uma amostra de margarina. CondigBes: fase
moével acetonitrila: agua (75:25), fluxo 1 mifmi, detector de fluorescéncia, coluna C18
(ODS), 25 cm X 4,6 mm d.i., com particulas de 5 pm. Picos: 1=F, 2=P, 3=B(a)P, 4=Cr,
5=B(b)F, 6=B(a)P, 8=B(a,h)A.
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ANEXO 12- Cromatograma por CLAE de uma amostra de maionese. CondigSes: fase
movel acetonitrila: agua (75:25), fluxo 1 mi/ml, detector de fluorescéncia, coluna C18
(ODS), 25 cm X 4,6 mm d.i., com particulas de 5 um. Picos: 1=F, 2=P, 3=B(a)P, 4=Cr,
5=B(b)F, 6=B(a)P, 8=B(a,h)A.
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ANEXO 13- Cromatograma por CLAE de uma amostra de creme vegetal. Condi¢les:
fase movel acetonitrila: agua (75:25), fluxo 1 ml/ml, detector de fluorescéncia, coluna
C18 (ODS), 25 cm X 4,6 mm d.i., com particulas de 5 um. Picos: 1=F, 2=P, 3=B(a)P,
4=Cr, 5=B(b)F, 6=B(a)P, 8=B(a,h)A.
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ANEXO 14- Cromatograma por CLAE de uma amostra de halvarina. Condigdes: fase
mével acetonitrila: dgua (75:25), fluxo 1 ml/ml, detector de fluorescéncia, coluna C18
(ODS), 25 cm X 4,6 mm d.i., com particulas de 5 pm. Picos: 1=F, 2=P, 3=B(a)P, 4=Cr,
5=B(b)F, 6=B(a)P, 8=B(a,h)A.
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ANEXO 15- Cromatograma por CLAE de uma amosira de gordura vegetal. Condigdes:
fase movel acetonitrila: agua (75:25), fluxo 1 mil/ml, detector de fluorescéncia, coluna
C18 (ODS), 25 cm X 4,6 mm d.i.,, com particulas de 5 pm. Picos: 1=F, 2=P, 3=B(a)P,
4=Cr, 5=B(b)F, 6=B(a)P, 8=B(a,h)A.
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