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RESUMO

O trabalho de investigagdo, que seguidamente se descreve, teve como objectivos
fundamentais a avaliagio da contaminag@o com hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(PAHs) de alguns dleos vegetais disponiveis comercialmente em Portugal, bem como o
estudo da evolugdo da sua concentragdo ao longo da refinagdo, um processo com
reconhecida influéncia no teor final de PAHs em o6leos vegetais.

Este trabalho foi realizado em simultdneo com a participagio num estudo
interlaboratorial (ISO/TC34/SC11) que tem o fito de avaliar a aplicabilidade e precisdo
de um método de determinagdo de PAHs em 6leos e gorduras vegetais e animais, que se
encontra em processo de normalizagdo (ISO/WD 15753 : 2001).

Nesta conjuntura, a metodologia analitica que se utilizou no presente trabalho
derivou daquela técnica; o procedimento extractivo manteve-se praticamente inalterado
enquanto as condigdes de separagio cromatografica foram optimizadas. Como tal,
efectuou-se a validagdo da técnica analitica utilizada na matriz alimentar em causa.

Sumariamente, este  método  consiste na  extracgdo  liquido-liquido
(acetonitrilo/acetona) dos PAHSs, purificagdo em fase solida (C18 e Florisil), seguida por
separagdo cromatografica por HPLC em fase reversa com detecgdo fluorimétrica a
varios comprimentos de onda de excitagdo e de emissio.

Foram avaliados os teores de 15 PAHs considerados poluentes prioritarios pela
Environmental Protection Agency (EPA) em oleos vegetais de distintas marcas
comerciais e com origem em diferentes tipos de sementes oleaginosas, num total de 21
exemplares: 5 6leos alimentares, 3 6leos de milho, 3 ¢leos de soja, 3 dleos de girassol, 3
6leos de amendoim, 2 azeites virgens, 1 oleo de aveld e 1 oleo de sésamo.
Determinaram-se, também, os teores de PAHs em amostras de oleos vegetais (soja,
girassol e azeite) provenientes de diferentes etapas de refinagdo: em bruto e apos a
neutraliza¢do, o branqueamento e a desodorizagéo.

As concentragdes de PAHs encontradas variaram entre 7,26 e 76,96 pg/kg (média:
18,53 pg/kg), valores que se enquadram dentro do que ¢ descrito na literatura cientifica
para este género alimenticio. Em termos gerais, o nivel de contaminagio observado néo
foi preocupante; todos os ¢leos vegetais em estudo cumpriam as recomendagdes
relativas a PAHs totais, a PAHs de alto peso molecular e ao benzo[a]pireno

estabelecidas pela German Society for Fat Science (GSFS), a excepgdo do ¢leo de




sésamo e de uma amostra de 6leo alimentar que transgrediram o maximo estipulado

para PAHs totais (25 pg/kg).

Observou-se uma diminui¢do acentuada (72-87%) do teor de PAHs no decorrer do
processo de refinagdo, principalmente dos compostos de menor peso molecular. As
etapas mais efectivas nesse decréscimo foram a refinagdo alcalina e, sobretudo, a
desodorizagdo.

Com base nos resultados analiticos obtidos e na informagdo sistematizada na Balanga
Alimentar da Food and Agriculture Organization (FAQ), relativa a disponibilidade de
dleos vegetais, estimou-se a quantidade de PAHs disponibilizada anualmente a
populagdo portuguesa por estes géneros alimenticios em 334,6 pg, dos quais 3,2 pg
correspondiam a benzo[a]pireno.

Na parte introdutéria do trabalho apresentam-se breves consideragdes tedricas
relativas & estrutura quimica, propriedades fisico-quimicas, formagdo e ocorréncia dos
PAHs. Neste preimbulo destacam-se, ainda, as propriedades toxicologicas,
principalmente cancerigenas, dos PAHs, principal motivo de preocupagdo que a sua
presenga no ambiente, em geral, e nos alimentos, em particular, suscita. Aludiu-se,
também, & ocorréncia destes compostos nos alimentos, mais especificamente nos oleos

vegetais, e as diversas alternativas analiticas de a mensurar.




ABSTRACT

This research work had as main objectives the evaluation of polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHs) contamination of some vegetable oils commercially available in
Portugal, as well the study of their concentration evolution throughout refining, a
process with recognized influence on PAHs content of these oils.

This work has been performed simultaneously with a participation in a international
collaborative trial (ISO/TC34/SC11) that aims to evaluate the applicability and
precision of a method for the PAHs determination in animal and vegetable oils and fats,
presently under a standardization process (ISO/WD 15753 : 2001).

In this context, the analytical methodology employed in the present work derived
from that method; the extraction process was kept almost unchanged, while the
chromatographic conditions were optimised. We have validated the analytical method
used for the matrix studied.

Briefly, this method involves a liquid-liquid extraction (acetonitrile/acetone), a solid-
phase clean-up (C18 and Florisil), followed by a reverse phase HPLC with fluorimetric
detection at various excitation and emission wavelengths.

Twenty one samples of oils with different commercial brands and from various kinds
of oil seeds, namely 5 vegetable oils, 3 maize oils, 3 soybean oils, 3 sunflower oils, 3
groundnut oils, 2 virgin olive oils, 1 hazelnut oil and 1 sesame oil were evaluated for
concentration of 15 PAHs classified as priority pollutants by the Environmental
Protection Agency (EPA). It was also assessed the PAHs concentration in samples of
soybean, sunflower and olive oil from different steps of the refining process: crude and
after alkali-refining, bleaching and deodorization.

We observed PAHs concentrations between 7.26 and 76.96 pg/kg (mean: 18.53
ug/kg), values in agreement with what has been described for this foodstuff.

Generally, the contamination level observed did not alarm. All the vegetable oils
accomplished the recommendations for total PAHs, heavy PAHs and benzo[a]pyrene
established by German Society for Fat Science (GSFS), with the exception of sesame

oil and one sample of vegetable oil that exceeded the maximum for total PAHs (25

pe/kg).




We observed an evident decrease (72-87%) of PAHs content during refining, mainly
the light ones. Alkali-refining and, chiefly, deodorization were the more effective steps
to the PAHs decrease.

Based on the analytical results obtained and the information contained in the Food
and Agriculture Organization (FAO) Food Balance Sheet, relative to vegetable oils
availability, it was estimated that the PAHs amount available by these foodstuffs is
about 334,6 ug per year, being 3,2 pg of benzo[a]pyrene.

In the introductory chapter, concise theoretical considerations about PAHs chemical
structure, physical and chemical properties and formation and occurrence were made. In
the preface the PAHs toxicological characteristics were detached, mainly the
carcinogenic ones, the main reason for concern of their presence in the environment and
food. It was referred, also, the occurrence of this compounds in foodstuffs, especially in

vegetable oils, and the diverse methodological approach to measure them.




LISTA DE ABREVIATURAS

PAHs - hidrocarbonetos aromaticos policiclicos

PACs - compostos aromaticos policiclicos

azo-PAHs - hidrocarbonetos aromaticos policiclicos com um ou mais atomos de
carbono substituidos por azoto

tio-PAHs - hidrocarbonetos aromaticos policiclicos com um ou mais atomos de
carbono substituidos por enxofre

oxo-PAHs - hidrocarbonetos arométicos policiclicos com um ou mais atomos de
carbono substituidos por oxigénio

EPA - Environmental Protection Agency

IARC - International Agency for Research on Cancer

PM - peso molecular

ADN - acido desoxirribonucleico

ARN - 4cido ribonucleico

ER - receptor dos estrogénios

MFO - mono-oxigenases multifunctionais
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p.e. - por exemplo
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DACC - donor acceptor complex chromatography

LC - cromatografia liquida (L.C)

GPC - cromatografia de permeagdo em gel
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HPLC - cromatografia liquida de alta eficiéncia
RIS - Rapid Imunoassay Screening
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UV - utravioleta

RF-HPLC - cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa
MS - detector de espectrometria de massa
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FAO - Food and Agriculture Organization
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OH' - radical hidroxilo
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INTRODUGAO

1. INTRODUCAO AOS PAHs

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs) constituem uma numerosa ¢
diversificada familia de contaminantes organicos lipofilicos amplamente distribuidos,
em niveis vestigiais, nos ecossistemas [1]. A importincia desta classe de compostos
orginicos reside, principalmente, no caracter carcinogéneo de alguns dos seus membros
e na sua distribui¢iio ubiquitiria no ambiente, ¢ consequentemente nos alimentos, que
torna a exposigdo humana inevitavel.

Os PAHs sio constituidos pela fusdo de trés ou mais anéis arométicos, contendo, por
definigdo, apenas carbono e hidrogénio [2]. Integram um grupo mais lato, os compostos
aromaticos policiclicos (PACs), que incluem PAHs contendo grupos hidroxilo, amino,
nitro, ciano, carboxi ou cloro ligados aos anéis da unidade estrutural basica [3].

Os 4tomos de carbono dos anéis benzénicos podem ainda ser substituidos por azoto
(azo-PAHs), enxofre (tio-PAHs) e oxigénio (oxo-PAHs). Estes anilogos heterocilicos
tém origem simil aos PAHs, ocorrem com estes no ambiente (geralmente em
concentra¢des muito inferiores) [4] e possuem propriedades e comportamento quimico
semelhantes [5].

Até a data, mais de 100 PAHs foram caracterizados na natureza, 16 dos quais foram
classificados pela Environmental Protection Agency, EPA, como poluentes prioritarios
(Figura 1).

No Quadro I apresentam-se os PAHs classificados como “provaveis carcinogéneos
humanos”, bem como, quando disponivel, a sua estimada poténcia relativa, de acordo
com a EPA [6]. Deste grupo, o benzo[a]pireno e o dibenz[ah]antraceno sio

referenciados como os mais carcinogéneos [7].
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Figura 1: Representac¢iio da estrutura molecular dos 16 PAHs considerados

poluentes prioritirios pela EPA adaptado de [8]

Yo pS¥e
5O oo G

1- naftaleno 2- acenaftileno 3- acenafteno 4- fluoreno 5- fenantreno 6- antraceno
7- fluoranteno 8- pireno 9- benz[aJantraceno 10- criseno 11- benzo[b]fluoranteno
12- benzo[k]fluoranteno 13- benzo[a]pireno 14- dibenzo[a,h]antraceno

15- benzo[g,h,i]perileno 16- indeno[1,2,3-cd]pireno
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Quadro I: PAHSs provaveis carcinogéneos humanos

e poténcia relativa estimada

#
Hidrocarboneto aromatico  Ordem de grandeza da

policiclico poténcia relativa
Benzo[a]pireno 1,0
Benz[a]antraceno 0,1
Benzo[b]fluoranteno 0,1
Benzo[j ]fluoranteno
Benzo[k]|fluoranteno 0,01
Criseno 0,001
Ciclopenta[cd]pireno
Dibenz[a,h]antraceno 1,0

Dibenzo[a,e]fluoranteno
Dibenzo[a,e]pireno
Dibenzo[a,h]pireno
Dibenzo[a,i]pireno
Dibenzo[a,l]pireno
Indeno[1,2,3-cd]pireno 0,1

T T e o o S e M oo S o S R At PR LTI I AT I ST Y

Adaptado de [6]
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2. ESTRUTURA QUIMICA

A fusdo interanelar pode ser linear (todos os anéis em linha), angular (anéis em
escada) ou condensada (pelo menos um anel rodeado em 3 lados) (Figura 2) [2,9]. Os
vérios tipos de arranjo molecular diferem quanto a estabilidade (por ordem decrescente:

angular, condensada e linear) [2].

Figura 2: Tipo de fusdo dos PAHs [9]

i & W 0 1
B 2 9 ¢ ° :
; s 10 4 y " 3 4
6 (] 5

antraceno fenantreno pireno

fusdo linear fusdo angular fusdio condensada

Os PAHs podem ser classificados, de acordo com a natureza dos seus anéis, em
alternantes, quando sfo constituidos pela fusdo de anéis benzénicos a uma molécula de
benzeno, e ndo alternantes, no caso da estrutura conter unidades anelares com diferente
numero de dtomos de carbono [4].

Estes compostos, mesmo os de peso molecular mais baixo, tém um elevado nimero
de isomeros, o qual depende do numero de anéis benzénicos [10]. Esta diversidade
resulta da peculiaridade das suas ligagdes, da possibilidade de formagido de derivados
alquilados e substituidos (grupos alquilo, hidroxilo, amino, etc.) [9] e da substitui¢do de
um, ou mais, atomos de carbono dos anéis benzénicos por oxigénio, azoto ou enxofre
[10]. Esta conjuntura faz com que as misturas de PAHs, resultantes de uma combustdo,

por exemplo, sejam normalmente muito complexas [9].




INTRODUCAO

3. CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS

Os hidrocarbonetos arométicos apresentam pesos moleculares (PM) relativamente
elevados [10,11], como é o caso do indeno[1,2,3-cd]pireno (PM= 276) e do
dibenzo[a,h]pireno (PM=302) [12,13].

Os PAHs podem apresentar-se na forma s6lida cristalina ou liquida e serem incolores
ou de cores variadas [2]. A temperatura ambiente sdo, geralmente, sélidos e tém baixa
volatilidade [3]. Podem, no entanto, sublimar ligeiramente, em condi¢des normais [13].

As propriedades fisicas, como o ponto de fusfo, o ponto de ebuli¢do, a pressdo de
vapor ¢ a solubilidade em 4gua dependem, entre outros factores, da sua massa
molecular, da estrutura e do grau de insaturagdo [6]. Os PAHs apresentam, de uma
forma geral, baixa solubilidade em 4gua (da ordem dos pg/kg) [14], pontos de fusdo e
de ebulicdo elevados [15] e baixa pressdo de vapor [16]. Devido a sua baixa tensdo de
vapor, os PAHs estdo frequentemente ligados a matéria particulada do ar,
nomeadamente as particulas de exaustdo de motores [17]. Um aumento da massa
molecular (n.° de anéis aromaticos) traduz-se numa diminui¢do da solubilidade em agua
e pressdo de vapor, e num aumento dos pontos de fusdo e ebuli¢do [18].

A hidrofobia é uma peculiaridade destes compostos; sdo soliveis na maioria dos
solventes orginicos e relativamente insoluveis em dgua [3]. A natureza hidrofébica dos
PAIs confere-lhes tendéncia para bioacumulagfio nos tecidos adiposos dos organismos
expostos ao longo da cadeia trofica [6].

A presenca de oxigénio, e de outros agentes oxidantes, induz um aumento
significativo na velocidade de degradagio dos PAHs [19]. A maioria destes
hidrocarbonetos pode ser foto-oxidada e degradada a substincias mais simples [3],
sendo a luz ultravioleta mais eficiente [19]. Todavia, a sensibilidade a luz ndo ¢
uniforme para todos os PAHs; uns sdo particularmente fotossensiveis, enquanto outros
ndo sdo afectados. O aumento da intensidade luminosa, da concentragdo de oxigénio e
da temperatura, mas ndo do pH e da forga idnica, aceleram a degradag¢do do
benzo[a]pireno (B[a]P) [20].

Devido a este comportamento peculiar dos PAHs face & sensibilidade a degradag@o,
as suas concentragdes relativas no ambiente podem ndo reflectir fielmente as
concentragdes em que foram formados [19].

O destino ambiental dos poluentes orgénicos, e a possivel introdugdo na cadeia

alimentar, depende marcadamente da sua distribui¢do entre os diferentes
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compartimentos ambientais. Assim, o coeficiente de absor¢do do solo, a solubilidade
em agua e o coeficiente de partigio octanol/agua sdo pardmetros fundamentais na
avaliagdo da extensdo e taxa de dissolu¢@o dos contaminantes orgdnicos, bem como na
apreciagiio do seu destino, persisténcia e distribuigéo [6]. A partir da solubilidade em
dgua e da pressdo de vapor pode calcular-se o coeficiente de Henry, importante para

quantificar o equilibrio na interface dgua/ar [16].
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4, FORMACAO

Os PAHs tém origem na combustdo incompleta e pirdlise da matéria orginica e de
combustiveis fosseis [3,21]. A temperaturas elevadas, os compostos orginicos sdo
parcialmente quebrados em fragmentos instaveis (pir6lise), na maioria radicais, que se
recombinam para originar PAHs relativamente estaveis (pirossintese) [22].

Entre as fontes emissoras destes contaminantes encontram-se varios processos que
envolvem combustio incompleta de combustiveis fosseis, caso das emissdes de centrais
térmicas, de fornos de carvio, de industrias de ferro, aluminio e ago, de incineradoras,
da queima de restolho, de motores de combustio e de aparelhos de aquecimento
(domésticos ou industriais), do aquecimento central e do fumo do tabaco [3,10]. Estes
processos originam, regra geral, misturas de um elevado nimero de compostos
aromaticos policiclicos de grande complexidade quimica [10,11].

A formacio de PAHs ¢é favorecida pela combustio entre 500 e 900°C -
particularmente acima de 700°C [9]. A aromatizagdo também pode ocorrer a
temperaturas inferiores (100-150°C), como no caso da génese de combustiveis fosseis
[23]. A combustdo a temperaturas muito elevadas resulta em misturas relativamente
simples de PAHs de baixo peso molecular, ndo alquilados [11,23]. Pelo contrério,
processos que envolvam temperaturas mais baixas, originam misturas mais complexas,
com predominio dos derivados alquilsubstituidos [11,23]. Neste caso, a formagdo de
grupos aromaticos desenrola-se a uma velocidade menor e a fragmentagdo dos grupos
alquilicos ¢ menos favorecida [2,4].

Outro parametro fundamental para o espectro de substdncias obtidas ¢ a razdo
comburente (oxigénio)/ combustivel. Geralmente, a formag¢do de PAHs ¢é favorecida na
razdo inversa desta relagdo [11].

A distribui¢do ubiquitaria no ambiente destes hidrocarbonetos levou a proposi¢do da
formagdo enddgena, por plantas e microrganismos, directamente ou por transformagao
de precursores. No entanto, ndo ha, de todo, uma opinido consensual entre a
comunidade cientifica quanto a esta hipdtese tedrica [23].

No que respeita a origem, os PAHs podem resultar de processos naturais ou
antropogénicos. As principais fontes naturais de PAHs compreendem emissdes de
vuledes e fogos florestais, processos geotérmicos [11], infiltragdes naturais de petroleo e
biossintese, in situ, a partir de material bioldégico em degradagio [6]. As fontes

antropogénicas mais importantes incluem industrias de produgdo/consumo de carvio,




INTRODUGAQ

betume, coque, alcatrio e asfalto, fabricas de gaseificagdo de carvido, casas de fumagem,
incineradoras, industrias de produg¢@io de aluminio, fumos de exaustdo de veiculos
motorizados (maquinas de combustdo interna), fogos a céu aberto (queima doméstica ou
industrial de lixos domésticos e fogos florestais, acidentais ou deliberados), produgdo de
energia eléctrica, aquecimento caseiro ¢ derrames e descargas de petréleo [3,10,23]. O
desenvolvimento industrial é responsdvel pelo grande aumento das emissdes
antropogénicas [9,13]. Estima-se que, desde a Revolugdo Industrial, a velocidade de
deposigio dos PAHs exceda a de degradagdo e, consequentemente, os PAHs se
acumulem, de forma significativa, no ambiente [18].

Os PAHs de diferentes fontes apresentam padrdes muito caracteristicos, pelo que a
analise da composigdo quimica das misturas destes compostos permite decifrar, com
maior ou menor exactiddo, as suas origens [6]. Na posse deste conhecimento, ¢ uma vez
que as fontes antropogénicas podem ser monitorizadas e controladas, ¢ possivel
estabelecer medidas para eliminar ou minimizar essas descargas para o ambiente [23].

A multiplicidade de fontes geradoras de PAHs, de indole natural ou antropogénica,
corresponde uma subsequente disseminagdo em larga escala pelo diversos
compartimentos do ambiente (ar, 4gua, solo), o que tem como consequéncia inevitavel a
sua transferéncia ao longo da cadeia tréfica até atingir o Homem.

A poluigdo atmosférica, através da retengdo dos PAHs da fase de vapor e da
deposigio dos PAHs ligados a particulas [24], é a principal responsavel pela presenca
destes nos alimentos ndo processados [10]. Nos géneros processados, para além da
praticamente inevitivel contaminagdo ambiental [10], existem outras potenciais fontes
de PAHs, como a contaminag¢io acidental durante o processamento tecnoldgico e os
tratamentos térmicos utilizados na sua prepara¢do e manufactura. Alguns métodos de
conservagio, como a secagem e a fumagem, parecem contribuir para a contaminagdo
dos alimentos com PAHs. A secagem, por aquecimento directo, dos alimentos pode
originar PAHs [25,26]. Da mesma forma, a cura de alimentos pelo fumo estd
identificada como uma importante fonte geradora de PAHs [27], embora este problema
possa, actualmente, ser ultrapassado, em parte, pelo recurso a fumos liquidos [28-30].
Similarmente, materiais de embalagem previamente tratados com 6leos minerais [31,32]
e aditivos alimentares (lubrificantes, solventes, agentes de envernizamento, etc.) sdo
potenciais fontes destes contaminantes [32]. De forma semelhante, praticas culindrias
que envolvam temperaturas elevadas, como assar [8], fritar [33], tostar [34], grelhar na

grelha ou no churrasco [8,35] directamente sobre chamas ou carvdo, contribuem para
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aumentar o teor carcinogéneo dos alimentos, de forma proporcional ao tempo de cocgdo
[35], ao teor lipidico dos alimentos e & proximidade da fonte calorifica [11]. Alimentos
cozinhados em panela de pressio ou aquecidos em microondas apresentam
concentragdes insignificantes de PAHs comparativamente as obtidas com os outros
métodos de confecgdo [33].

Em jeito de conclusdo, pode referir-se que existe uma multiplicidade de fontes e vias
de exposigdo aos PAHs, pelo que o contacto humano com estes poluentes é,

virtualmente, inevitavel, suscitando algumas preocupagdes em termos de saude publica.
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5. PATOBIOLOGIA DOS PAHs

A presen¢a ubiquitdria dos PAHs no ambiente em geral, e nos alimentos em
particular, suscita alguma apreensdo. Para além da atengdo prestada por serem poluentes
ambientais, emergem outras preocupagdes que tém directamente a ver com as suas
potenciais propriedades toxicologicas para os humanos. A exposicdo a estes
hidrocarbonetos constitui um problema de satde publica, particularmente em éreas
industrializadas [36]. O principal motivo de inquietagdo acerca da exposi¢do humana a
PAXs ¢ a evidéncia de carcinogenecidade demonstrada, em experimentagido animal, por
certos compostos deste grupo [7]. No entanto, tém sido atribuidas outras manifestagdes
toxicologicas especificas a estes compostos, nomeadamente imunossupressio,

actividade estrogénica e anticolinesterdsica e indugdo de enzimas microssomais [3].

Carcinogenecidade

A actividade carcinogénea dos PAHs tem sido um tépico de pesquisa desde a
observagdo original de Sir Percival Pott, no século XVIII (1775), relativa ao aumento da
incidéncia de cancro do escroto em limpadores de chaminés, como resultado da
exposigdo a fuligem [11]. Passaram mais de 150 anos até Cook e colaboradores
confirmarem finalmente que os agentes cancerigenos presentes na fuligem eram PAHs,
mais precisamente o dibenz[a,h]antraceno e o benzo[a]pireno [23].

Desde entdo, diversas pesquisas epidemioldgicas estabeleceram uma relagido entre a
exposi¢do a PAHs e um risco aumentado de vérios tipos de cancro, nomeadamente do
pulmado [37,38] e pele [39] (6rgdos mais frequentemente implicados) e, possivelmente,
também do estdmago e esofago [40], da faringe e das vias urinarias [3,33,36].

Nem todos os PAHs exibem actividade biolégica pejorativa; alguns pura e
simplesmente ndo manifestam carcinogenecidade [41]. E mesmo quando o fazem,
podem-se encontrar, inclusivamente, variagdes significativas entre isdmeros, como, por
exemplo, entre o benzo[a]pireno e o benzo[e]pireno [23]. De acordo com a IARC [7],
11 PAHs provaram ser carcinogéneos para roedores. A maior parte dos PAHs de menor
peso molecular exibem uma actividade minima na indug¢fo de tumores. Ao invés, os
PAHs de maior massa molecular estdo envolvidos na formagdo de tumores e cancro em

mamiferos de laboratério e em humanos [42]. Entre os PAHs mais frequentes, foram
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identificados como carcinogéneos o benzo[a]pireno, o 3-metilcolantreno, o
benz[a]antraceno e o dibenz[a,h]antraceno [11].

A poténcia carcinogénica dos PAHs parece relacionar-se com a sua capacidade de
ligagdo ao ADN [43]. Alias, a formagdo de produtos de reacgdo com o ADN, os
chamados aductos de ADN, ¢ considerada o acontecimento inicial na carcinogénese
quimica [36]. Dependendo da velocidade e eficiéncia da reparagdo, alguns aductos
podem ainda estar presentes no ADN durante a replicagio e, consequentemente,
surgirem mutagdes no ADN [36]. No entanto, para se ligarem covalentemente ao ADN,
ARN ou proteinas, de forma a expressar o seu potencial bioldgico como agentes
mutagénicos e carcinogéneos, os PAHs precisam ser bioactivados [4].

Os PAHs sdo quimicamente inertes e requerem transformagdo metabolica (bio-
activagio) a metabolitos reactivos toxicos para exibirem as suas propriedades
mutagénicas e carcinogénicas [44]. A bioactivagdo de PAHs in vivo ocorre por acgdo de
uma série de enzimas, principalmente presentes nos tecidos hepaticos, nomeadamente
mono-oxigenases e epoxido-hidrolases [9]. Discrepancias interindividuais nas
actividades destas enzimas podem explicar diferentes susceptibilidades aos efeitos
cancerigenos dos PAHs [45]. Compreende-se, deste modo, a influéncia que o
polimorfismo genético pode ter na sensibilidade individual a estes carcinogéneos.

As mono-oxigenases multifunctionais (MFO) do citocromo P450, chamadas
hidroxilases dos aril hidrocarbonetos (AHH), sdo as responsaveis pelo passo inicial da
activagio metabdlica dos PAHs [11,46]. As AHH metabolizam os PAHs a epdxidos,
pela adi¢do de oxigénio a sua estrutura aromdtica. Estes podem sofrer rearranjo
espontineo a fenodis ou sofrer transformagdo metabolica posterior [9,11]. Esta pode
envolver a hidratagdo dos epoxidos, por epoxido hidrolases, a derivados dihidrodiol,
que sdo, depois, oxidados a diol-epoxidos [9,19,11]. Outras reac¢des possiveis incluem
a conjugagio dos intermedidrios oxigenados com compostos hidrofilicos - glutationa ou
outros substratos, para formar derivados muito polares (glucoronideos, glicosideos e
mercapturatos), mais facilmente eliminaveis [11].

Foi proposto que as verdadeiras espécies activas sejam os diol-epéxidos com regido
em baia, uma vez que sdo os principais aductos de ADN formados in vivo e pela sua
poténcia mutagénica em testes com bactérias e células de mamiferos [4,36].

Para além da formagdo de diol-epdxidos, a activagdo metabdlica dos PAHs também
se pode dar apds oxidagdo, com formagdo de catides radicalares intermedidrios. Estes

apresentam capacidade para se ligarem directamente aos locais nucleofilicos dos acidos
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nucleicos, formar aductos covalententemente ligados e, desta forma, induzir mutagdes
que poderdo levar a formagdo de tumores [4,47].

Alguns autores [47] consideram que a activagdo metabolica dos PAHs mais potentes
ocorre principalmente pela formagdo de catides radicalares e que os outros mecanismos,
como a via de diol-epdxido ou a epoxidagdo de uma dupla ligagdo reactiva, t€ém um
papel secundério. O potencial de ionizagdo relativamente baixo e a mesma localizagio
da carga no catifo radicalar dos PAls carcinogéneos mais potentes refor¢am esta teoria
(47].

Existem ainda outros mecanismos envolvidos na formagdo de aductos de ADN, que
envolvem a conversdo de metabolitos dihidrodiol, por dehidrogenases, a ortoquinonas
que se podem ligar covalentemente ao acido nucleico ou, na presenga de oxigénio, dar
origem a espécies reactivas de oxigénio, caso dos radicais hidroxilo (OH’) e anides

superdxido (027), que sdo muito instéveis e tém a capacidade de atacar o ADN [4].

Actividade estrogénica

A semelhanga estrutural dos PAHs com os estrogéneos levou a teorizagdo que teriam
capacidade de ligagio ao receptor dos estrogénios (ER) e, por conseguinte,
exercereriam, eventualmente, actividade estrogénica ou antiestrogénica. De facto, em
trabalhos recentes [48-51] tem sido sugerido que alguns PAHs com 4 ou 5 anéis podem
interagir com as vias de sinalizagdo dos receptores & e 3 dos estrogénios, interferindo
potencialmente com a sinaliza¢@o estrogénica. A maioria dos PAHs com 2-6 anéis ndo
parecem ser capazes de se ligarem ao Erc, enquanto certos compostos com 4 ou 5 anéis
como, por exemplo, o benzo[a]pireno, o benz[a]antraceno, o benzo[b]fluoranteno ¢ o
benzo[c]fenantreno parecem exibir interac¢do agonista com este receptor [51].

O B[a]P também demonstrou uma actividade significativa relativamente ao 17p-
estradiol [52]. A resposta parece ser mediada pelo ER, na medida em que a adigdo de
um antagonista deste receptor (ICI 182,780) inibiu completamente a actividade do
B[a]P e do 17B-estradiol [50]. A adi¢do de a-naftoflavona, um antagonista do receptor
Ah e inibidor do citocromo P450, inibiu a resposta estrogénica do B[a]P, pelo que
parecem ser os metabolitos deste composto os responsaveis pelo efeito estrogénica antes

observado [50]. Alias, o facto de o ICI, mas ndo a a-naftoflavona, bloquearem a
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resposta dos derivados hidroxilados do B[a]P, é um indicador de que sdo estes as
espécies estrogénicas activas, utilizando o ER como mediador [50].

Em adi¢do a fraca actividade estrogénica, sugere-se também que alguns PAHs
possuam actividade anti-estrogénica, como foi demonstrado pela capacidade do B[a]P
para diminuir os niveis nucleares do ER em células do cancro da mama [48] e na
inibi¢do, por varios PAHs, da actividade induzida pelo 17f3-estradiol em leveduras que
expressavam ER humanos [49].

Uma vez que a grande maioria destes estudos ocorre in vitro, a extrapolagdo para
respostas especificas in vivo ¢ desafiadora e deve ser cautelosa. Por exemplo,
metabolitos hidroxilados do B[a]P que se exibiram como agonistas in vitro, ndo
mostraram afectar, in vivo, dois efeitos induzidos pelo 178-estradiol (peso uterino em
ratos e expressdo do mARN da lactoferrina uterina) [51].

O facto dos metabolitos dos PAHs potencialmente exercerem actividade estrogénica,
¢ mais um dos efeitos induzidos por este grupo de carcinogéneos. Ainda que as
interacgdes relatadas entre PAHs e o receptor dos estrogénios sejam relativamente
fracas, o elevado niimero de compostos deste grupo, aliado a sua ubiquidade, continua

emissdo e tendéncia para acumular, justificam mais pesquisa neste ambito.

Impacto no desenvolvimento fetal

Ganha cada vez mais consisténcia a ideia que a exposi¢do materna a poluigdo
ambiental, nomedamente a PAHs, se pode traduzir em consequéncias adversas no final
da gravidez [53]. Alias, a fetoxicidade dos PAHs foi demonstrada em experimentagdo
animal: a exposigdo pré-natal ao B[a]P demonstrou afectar o desenvolvimento e
viabilidade fetal ¢ foi responsavel pela diminuigdo de peso de ninhadas em ratinhos
[54]. Em humanos, a maior actividade genotdxica e embriotoxica da matéria particulada
surgiu nas fracgGes particularmente ricas em PAHs [55]. Neste contexto, foi observada
recentemente [56] uma associagdo consistente entre a exposigdo materna a matéria
particulada ambiental com PAHs carcinogéneos adsorvidos, nas fases precoces da
gestagdo, € um atraso do crescimento intrauterino. O primeiro més de gestagdo foi
identificado como o periodo critico para os efeitos da exposi¢gdo a PAHs no crescimento
fetal [56].

A capacidade dos PAHs alcangarem o tecido placentario foi sugerida em diversos

estudos. Foram detectados aductos de PAHs-ADN na placenta e vérios orgdos fetais em
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bebés [57], sugerindo que estas estruturas sdo alvo de ataque por parte destes
hidrocarbonetos. Srdm et al. [57] observaram que o atraso no crescimento intrauterino
se relacionava positivamente com o nivel de aductos de ADN-PAHSs na placenta.

Ainda pouco se sabe acerca do possivel mecanismo explicativo da influéncia dos
PAHs no crescimento fetal, apesar de haver alguma informagdo que pode contribuir
para uma explicagio plausivel. Estudos recentes [57,58] indicam que os PAHs podem
modular directamente, numa fase precoce, a proliferagio e fung¢fio enddcrina do
trofoblasto, devido a sua reacgdo com os receptores dos factores de crescimento da
placenta, nomeadamente o factor de crescimento epidérmico (EGF) e o factor de
crescimento semelhante 4 insulina (IGF). Desta forma, as trocas feto-placentarias e,
consequentemente, a nutri¢do ¢ crescimento fetal, podem ser prejudicadas.

Foi ainda sugerida [56] uma predisposi¢do genética a indugdo da actividade das
AHH, levantando a hip6tese do gendtipo dos pais determinar os efeitos dos PAHs no
desenvolvimento fetal do descendente. A elucidagdo da influéncia do polimorfismo
genético no desenrolar da gravidez, e especificamente no atraso de crescimento

intrauterino, vai, certamente, ser um tema de futura investigacao.

Actividade anticolinesterasica

Os PAHs parecem inibir, de forma competitiva, a actividade das acetilcolinesterases,
aumentando, deste modo, a concentragdo de acetilcolina na fenda sinaptica, que se
traduz numa sobre-estimulagdo dos receptores colinérgicos muscarinicos e nicotinicos
no sistema nervoso central e periférico. Os PAHs com trés ou mais anéis aromaticos
parecem ser 0s que exibem o maior efeito inibitdrio, enquanto que aqueles com menor
numero de anéis aromaéticos ou os oxo-PAHs, inibem pouco, ou ndo inibem por

completo, a actividade das acetilcolinesterases [17].

Propriedades imunossupressoras

Determinados PAHs parecem interferir, de forma inibitéria, na normal actividade do
sistema imunitdrio. A actividade imunotéxica dos PAHs foi demonstrada
experimentalmente em animais. Wim Jong e colaboradores [59] observaram o cardcter
toxico do B[a]P administrado oralmente a ratinhos, quer ao nivel geral, como indicado

pelo efeito no peso corporal, quer imunolégico. Foi observado um decréscimo dose-
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dependente no peso do timo e dos ginglios linfaticos e na quantidade de células
nucleadas presentes no bago, medula dssea e em circulag@o. Os efeitos da exposigdo ao
B[a]P também se fizeram sentir ao nivel da produgio de anticorpos, como indicado
pelas redugdes nos niveis séricos de IgM e IgA [59]. E de salientar que os efeitos no
sistema imunitario ocorreram com doses menores em relagdo a toxicidade geral.

Partindo do pressuposto do equipamento imunitdrio poder funcionar como um
sistema de vigildncia contra o cancro, o efeito imunossupressor de alguns PAHs pode
desempenhar um papel na carcinogenecidade destes, aliado a actividade genotoxica
directa e epigenética. O 7,12-dimetilbenz[a]antraceno, o benzo[a]pireno, o 3-
metilcolantreno e o benz[alantraceno sdo exemplos de PAHs que, para além da
actividade cancerigena, demonstraram ter efeitos imunossupressores [3,60]. O efeito
imunossupressor do 7,12-dimetilbenz[a]antraceno observou-se pela diminuigdo, a longo
prazo, da produgdo de anticorpos e linfocitos T [3]. Outros PAHs, como o
benzo[e]pireno e o antraceno, ndo sdo carcinogeéneos nem imunosupressores [60].

Os mecanismos bioldgicos pelos quais estes compostos inibem o sistema imunitario
ainda ndo estdo bem esclarecidos, sendo necessaria mais pesquisa neste dominio. Entre
0s propostos incluem-se: interac¢des com o receptor Ah, efeitos de perturbagdo da
membrana, produgdo alterada de interleucina, perturbagdo da mobilizagdo de calcio
intracelular e activagdo metabdlica a metabolitos reactivos que, por sua vez, reajam com
ADN ou proteinas nos tecidos imunitarios [61].

A imunotoxicidade dos PAHs ¢ ainda um campo de pesquisa com extensas dreas por
explorar e constituird, certamente, um dos focos de estudo dos PAHs mais dinimicos

nos tempos mais proximos.
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6. A ALIMENTACAO COMO FONTE DE EXPOSICAO A PAHs

A disseminacio generalizada de PAHs pelo meio ambiente, oriunda das mais
diversas fontes emissoras, € o largo espectro de materiais que podem constituir veiculos
destes, estdio na base de uma exposigdo constante, inevitdvel e involuntaria, a este grupo
de carcinogéneos. Contudo, esta ubiquidade ndo deve ser aceite resignadamente, como
um fado toxicoldgico inalterdvel. Conhecendo e compreendendo as causas mais
importantes de contaminagdio, e tomando medidas preventivas de forma a evita-
las/reduzi-las, pode eliminar-se uma parte significativa da exposi¢do e consequente
risco para a saude.

Com o designio de diagnosticar a situagfo, foram realizadas, numa série de paises,
estimativas da exposi¢do humana a PAHs, a partir de padrdes de consumo alimentar e
da extrapolagio de dados analiticos de diferentes géneros alimenticios, ou pela analise
da alimentagio total, cabazes de compra ou dos principais contribuintes alimentares
[9,62-80]. Da observagio atenta dos resultados destas investigagdes, sobressai a
importancia da alimentagdo como veiculo privilegiado deste grupo de quimicos. De
facto, apesar de & priori se parecer tratar de um problema de contaminagio ambiental,
os estudos ndo confirmam esta premissa. Os diversos trabalhos apontam, para nio
fumadores e individuos nio expostos profissionalmente, a alimentagdo como a principal
fonte de exposigio humana aos PAHs; varidvel passivel de manipulagdo, em maior ou
menor escala, pelos individuos. Parece, entdo, que a pedra angular da redugdo da
exposigio a estes carcinogéneos depende de cada um de nos; ou seja, 0 Homem tem um
papel activo na exposi¢io a que estd sujeito, o qual passa pela preparagio, confecgdo e
selecgdo dos alimentos que ingere e pelo controlo das emissdes de PAHs que se
traduzirdio numa menor deposigdo atmosférica nos géneros alimenticios ndo
processados.

A Academia Nacional de Ciéncias americana [70] estimou que a populagdo em geral
tem uma ingestio média didria de 1,6 a 16 pg de PAHs resultantes da alimentagdo, 0,21
png provenientes do ar e 0,03 pg com origem na agua de bebida. Alids, e como seria de
esperar pelo caracter hidrofobico dos PAHs, a dgua ndo ¢ uma fonte importante destes
compostos, contribuindo, segundo Musial e Uthe [11], apenas com 0,1% da exposigdo
total de PAHs.

Um estudo efectuado em Italia [64] apresentou resultados no mesmo sentido,

indicando que a ingestdo alimentar de PAHs (de 4 e 5 anéis) ¢ de uma ordem de
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grandeza superior 4 inalada com as particulas de ar citadino poluido; a exposi¢do total
de PAHs via alimentar foi calculada em 3 pg/dia por pessoa (1,4png/dia de PAHs
carcinogéneos), enquanto por via respiratéria a estimativa foi de 370 ng/dia [64].
Curiosamente, 0 mesmo valor (3 pg/dia) foi estimado por Menzie e colaboradores [71]
para a ingestdo alimentar de PAHs, representando cerca de 96% da exposigdo total para
ndo fumadores. Os habitos tabagicos eram responsaveis por acréscimos de 2-5 pg/dia (1
mago/dia) até 15 pg/dia para grandes fumadores (3 magos dia). No estudo de Dennis et
al. [62], a ingestdo alimentar total de PAHs de 4 e 5 anéis cifrou-se em 3,7 pg/dia.

Um estudo realizado na Holanda [65] estimou que a ingestdo alimentar didria de
PAHs estava compreendida entre 1,1 e 22,5 pg. De Vos ef al. [63] avaliaram, no
mesmo pais, a ingestdo entre 5 e 17 pg por dia - ou seja, dentro dos valores atrds
referidos - aproximadamente metade dos quais eram carcinogéneos, a semelhanga dos
resultados de Lodovici ef al. [64]. Na Nova Zelandia, alguns autores [72] estimam que a
ingestdo alimentar média de PAHs ascenda a 1,2 pg/dia.

Apds os acontecimentos bélicos de 1991 no Golfo Pérsico, uma equipa de
investigacio [32] do Kuwait avaliou os niveis destes compostos em diversos produtos
alimentares de origem animal produzidos na regido. A concentragio de PAHs
carcinogéneos foi relativamente baixa para a maioria dos alimentos analisados (leite de
vaca e ovelha, ovos, rins de cabra e ovelha e figado de cabra, ovelha e galinha), pelo
que concluiram que a situagdo ndo era alarmante [32]. O nivel de alguns PAHs
(fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno e benzo[g,h,i]perileno) encontrava-se
relativamente elevado em algumas amostras [32], todavia estes compostos
provavelmente nio representam um perigo declarado de saude publica, pois ndo ha
evidéncia que sejam carcinogéneos [7].

O B[a]P é, entre os PAHs, o composto sobre o qual existem mais estudos, o que se
justifica, em parte, pelas limitagdes analiticas de outrora e pela sua reconhecida
carcinogenecidade. Existem muitos trabalhos acerca da exposigdo humana ao Bl[a]P,
frequentemente usada como indicador de exposigdo total a PAHs. Butler e
colaboradores [66] estudaram a exposi¢do humana a este composto, tendo estimado que
a ingestdo alimentar (140 ng/dia) superava a quantidade inalada (12 ng/dia) e da dgua de
bebida (0,6 ng/dia). Liyo et al. [73] estimaram que, para ndo fumadores, cerca de 70 %
da exposi¢io a B[a]P era derivada da alimentagdo. A alimentagdo afigurou-se, no
trabalho de Kikawa et al. [74], como a principal fonte deste composto (80%),

contribuindo a 4gua de bebida com 0,2% e o ar com 19,7%. Outros autores [67] foram
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mais audazes ao “responsabilizarem” a alimentagdo por 97% do B[a]P a que o Homem
estava exposto. Waldman et al. [75] sublinham que os niveis de exposi¢do sdo, como
esperado, muito variaveis de refei¢do para refeigio.

No estudo de Dennis et al. [62], o B[a]P representava 250ng/dia da ingestdo
alimentar total de PAHs de 4 e 5 anéis (3700 ng/dia). Um grupo de trabalho liderado por
de Vos [63], ao avaliar a ingestdo alimentar de PAHs dos holandeses, estimou a de
B[a]P entre 120 a 290 ng/dia. Num estudo que visava avaliar os teores de ingestdo
diaria alimentar de PAHs, efectuado em 117 amostras alimentares, verificou-se que a
ingestdo de B[a]P variava entre 1,7 a 160 ng/dia (média 32 ng/dia), sendo no entanto o
pireno, entre os PAHs testados, o mais abundante (740 ng/dia) [76]. Num trabalho,
realizado entre 1986 e 87 no Jap#o, a ingestdo de B[a]P por mulheres foi calculada entre
22 e 41 ng/dia [76). Shiraishi e Shiratori demonstraram que a ingestdo média destes
compostos por estudantes japoneses era de 60 ng/dia, variando entre 25 e 131 ng/dia
[77]. Estes resultados sugerem que a ingestdo média, por via alimentar, de B[a]P pelos
japoneses ¢ de, aproximadamente, 30 a 50 ng/dia [13].

Nos EUA, durante um periodo de aproximadamente 20 anos, foi feita uma série de
estimativas da ingestdo diaria alimentar de B[a]P, apresentando valores de trés ordens
de grandeza: 140 ng [66]; 2100 ng [67]; 2200 ng [68]; 160-1600 ng [69]; 50 ng [78]; 30
ng [79]. A Environmental Protection Agency (EPA) avaliou também outras vias de
exposi¢do a este carcinogéneo, avangando com valores médios de 20 a 2000 ng/dia ou
0,2 a 200 ng/dia de B[a]P do ar ambiente, conforme se tratasse de um ambiente urbano
ou rural, respectivamente, ¢ de 600 ng decorrente dos habitos tabdgicos (25
cigarros/dia) [78]. Kramers et al. [80] adiantaram que a captagdo maxima de B[a]P do
ar ambiente era cerca de dez vezes inferior A ingestdo decorrente das praticas
alimentares e equivalente a uma média de 10 cigarros por dia. Por seu lado, Bartle [9]
referiu que a quantidade de PAHs ingerida pela alimentagio era da mesma ordem de
grandeza do tabagismo (20 cigarros/dia). A leitura cientifica plausivel destes trabalhos
permite-nos afirmar, com seguranga, que os fumadores estdo sujeitos a uma exposigdo
adicional de PAHs sem, no entanto, ter convicgdes quanto a magnitude desta.

As estimativas da ingestdo alimentar de PAHs relatadas sdo, e talvez
inesperadamente, muito similares. As pequenas diferengas nas estimativas dos
diferentes estudos podem dever-se a discrepancias nos habitos alimentares entre os

diversos paises, na avaliagdo da importincia relativa dos componentes alimentares, na
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extensdio dos analitos determinados, na selec¢do de dados analiticos publicados e na
metodologia analitica utilizada [6].

Esta epitome de estudos representativos indica que, e para a populagdo em geral, a
alimentagfo constitui a principal fonte de exposi¢do humana ndo ocupacional a PAHs
ambientais. As doses inconscientemente ingeridas na alimentagdo, parecem ser
suficientes para causar inquietagdo, justificando um olhar atento da comunidade
cientifica. Isto ndo significa, como é obvio, que a exposi¢do ambiental ndo alimentar e
ocupacional sejam inconsequentes para a saude humana, visto que a via de exposigio
deva ser, quase de certeza, um factor importante.

Estudos epidemiologicos indicam que uma grande proporgio dos cancros humanos ¢
atribuivel a factores alimentares [81]. Embora ndo haja uma evidéncia epidemioldgica
clara acerca do risco dos PAHs ingeridos nos alimentos, estes podem desempenhar um
papel relevante como factor etioldgico de alguns cancros humanos, na medida em que
diversos compostos deste grupo demonstraram ser carcinogéneos potentes em
experimentagdo animal [7]. Neste contexto, sdo poucos os trabalhos que se debrugam
sobre o risco carcinogéneo decorrente da exposigdo alimentar, centrando-se, na sua
maioria, noutras vias de exposi¢do (ocupacional e tabagica). Tém, no entanto, sido
desenvolvidas, em alguns laboratérios, avaliagdes do risco carcinogéneo da exposigdo
alimentar aos PAHs [66,67].

Hattemer-Frey e Travis [67] avaliaram o risco para a saide da populagdo americana
devido & exposigdo ao B[a]P. Concluiram que, e assumindo que todo B[a]P ingerido ¢
absorvido, o risco associado a uma exposigio de 2,2 pg/pessoa/dia de B[a]P (97% do
qual de origem alimentar), se cifrava na probabilidade da ocorréncia de 345 novos casos
de cancro por milhdo de pessoas, o que constituia um risco sério e inaceitdvel para a
satide. Butler e colaboradores [66] também avaliaram os potenciais riscos para a saude
da exposi¢io ao B[a]P. Os riscos acrescidos de cancro ao longo da vida atribuidos a
inalagdo e ingestdo alimentar foram da ordem de 4 x 107 e 107, respectivamente; ou
seja, a exposi¢io alimentar resultou num risco 25 vezes superior ao da exposigdo a
B[a]P do ar. Apesar deste nivel de risco (107%) exceder o habitualmente considerado
minimo aceitavel (10°€), ¢ cerca de dez vezes inferior ao estimado para certos poluentes
ambientais, como por exemplo o benzeno no ar interior, o cloroformio em dgua de
bebida e as dioxinas e os furanos nos alimentos [82].

Neste sentido, pode-se concluir que a redugdo da exposigdo humana a PAHs ¢

inequivocamente vantajosa em termos de satide piiblica e pode - e deve - ser alcangada,

19



INTRODUCAO

em parte, pela redugdio da exposigdo alimentar através, por exempo, de alteragdes nas
praticas culindrias e da redugio da deposi¢do destes contaminantes ambientais nos
alimentos. A quantidade disponibilizada pelos alimentos depende de vérios factores,
nomeadamente da quantidade consumida dos varios géneros alimenticios, da sua
concentragio em PAHs e da eficiéncia de absor¢do destes [11]. Contudo, ha pouca
informagdo acerca da absorgdo intestinal dos PAHs veiculados nos alimentos, embora
se pense que possa ser fortemente influenciada pelos outros componentes alimentares.

Este assunto sera discutido, mais pormenorizadamente, adiante.
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7. PRINCIPAIS CONTRIBUINTES ALIMENTARES

Pelo referido, e constituindo a alimentagdo humana o foco capital de contaminagio
de PAHs - pelo menos para individuos ndio fumadores ou expostos profissionalmente, ¢
legitima a averiguagdo sobre os géneros alimenticios principalmente envolvidos. Neste
sentido, ¢ importante considerar ndo apenas a concentragdo em PAHs dos alimentos,
mas também atender a sua contribui¢io relativa no padrio alimentar, ou seja as
quantidades em que habitualmente sdo consumidos.

Foram efectuadas diversas investigagdes [26,62-64,71], utilizando diferentes
abordagens metodolégicas, para determinar o nivel de ingestio de PAHs associado a
alimentag#o ¢ discriminar as contribuiges relativas dos diferentes itens alimentares. De
uma forma geral, nestes estudos, os alimentos sdo divididos por grupos alimentares
(fruta, horticolas, 6leos e gorduras, carne e peixe, etc.), sendo cada um destes analisado
separadamente.

Dennis e colaboradores [62] avaliaram a ingestdo alimentar total de PAHs no Reino
Unido em 3,7 pg/dia, tendo observado que as maiores contribuigdes eram da
responsabilidade dos grupos dos cereais (pdo, bolachas, bolos, etc.) e dos Oleos e
gorduras, contribuindo cada um destes com aproximadamente um tergo do total da
ingestdo. Estes dois grupos de alimentos justificavam também cerca de 80% da ingestdo
alimentar de B[a]P, estimada em 250 ng/dia. Os hortofruticolas e os agucares
contribuiam com uma grande parte do restante; as quotas de carne, peixe, leite e bebidas
eram comparativamente menores (deve ter-se em conta que os churrascos ndo sdo uma
actividade frequente no Reino Unido como o sdo nos EUA, por exemplo). As amostras
cerealiferas examinadas ndio possuiam uma concentragdo particularmente alta de PAHs,
mas contribuiam significativamente para o aprovisionamento de PAHs, em virtude das
doses relativamente elevadas de ingestio [62].

De forma a escalpelizarem mais as suas observagdes, Dennis et al. [26] analisaram
em detalhe uma série de produtos cerealiferos e de ¢leos e gorduras. Nesse estudo [26],
o grupo dos cereais foi sub-dividido: um conjunto inclufa o pZo (grupo A), enquanto o
outro (grupo B) englobava farinha, biscoitos, bolos e cereais de pequeno-almogo.
Observaram-se diferengas marcadas nas concentragdes de PAHs entre os grupos: os
valores encontrados no pio correspondiam a cerca de metade dos observados nos outros
produtos & base de cereais. Estas observagdes vdo de encontro ao trabalho de Vaessen e

colaboradores [65] que detectaram niveis de PAHs totais, em média, duas vezes
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superiores em biscoitos comparativamente com o pdo. Excluida a hipdtese de serem,
quer a utilizagio de farelo, quer o uso de fornos a gas na cozedura do pdo, os
responsaveis pela assimetria entre os grupos A e B [26,65], os dados sugerem que a
discrepincia possa ser devida a contribui¢do significativa, no grupo B, de alimentos que
exigem normalmente mais gordura na sua preparagio do que o pdo. De facto, as
maiores concentragdes de B[a]P (2,2 pg/kg) foram detectadas em pudins, biscoitos e
bolos, todos contendo 6leos vegetais como ingrediente. Estes parecem, desta forma,
contribuir significativamente para os valores de PAHs encontrados no grupo dos cereais
e derivados [26]. A plausibilidade desta especulagio assenta no facto dos oleos e
gorduras serem, como referido anteriormente, um dos principais fornecedores destes
compostos carcinogéneos na alimentagdo humana.

Quando dissecado o grupo dos dleos e gorduras observou-se que, e por larga
distincia, a maior contribui¢fio de B[a]P se devia ds margarinas (70%), sendo também
contribuintes relevantes os 6leos vegetais (11%) e o sebo (9%). Ao invés, a contribuigdo
da manteiga (3%) e do queijo (2%) foram minimas, apesar de no conjunto estes géneros
alimenticios corresponderem a 44% do peso do grupo [26]. Os niveis de PAHs
determinados em Oleos e gorduras de origem vegetal foram mais elevados e mais
varidveis do que os de origem animal, que, regra geral, foram baixos. No sebo, por
exemplo, a concentragio média de B[a]P foi de 0,36 pg/kg, enquanto na manteiga foi de
0,06 pg/kg, o que esta de acordo com outros trabalhos; Hopia e colaboradores [83]
inclusivamente ndo encontraram B[a]P nesta matriz. Os teores observados em produtos
lipidicos vegetais foram superiores, com uma concentragio média de B[a]P de 1,29
ng/kg nos 6leos vegetais e de 1,68 pg/kg nas margarinas [26]. Um espectro mais largo
de valores deste contaminante foi determinado em 6leos vegetais holandeses (de 0,3 a
26,1 pg/kg) [84]. No trabalho de Dennis e colaboradores [26] verificou-se uma grande
variabilidade dos teores de PAHs em diferentes lotes de mesmo produto. Citam-se,
como exemplo, dois lotes de margarina da mesma marca, em que um apresentava um
valor 20 vezes superior ao outro[26].

Lodovici e colaboradores [64] avaliaram o teor de PAHs em 33 alimentos
comummente consumidos em Italia. A ingestdo didria de PAHs totais foi estimada em 3
ng/pessoa, sendo perto de metade (1,4 pg) contributo dos componentes carcinogéneos
desta familia. Os niveis mais elevados de PAHS totais foram encontrados em pizza,
cozinhada em fornos a lenha, ¢ em cames de porco e vaca grelhadas. Outros géneros

alimenticios também apresentaram concentragdes relativamente elevadas, como
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horticolas folhosos, chocolate, fruta, carnes curadas, carne frita, beterrabas, aboboras,
magds, pdo, etc. Ao invés, foram detectados niveis reduzidos em batatas, peixe
cozinhado, bebidas e ovos [64]. Os produtos cerealiferos e ldcteos, carne e
hortofruticolas foram identificados como os maiores contribuintes para a ingestdo de
PAHs totais, como consequéncia do padrio de consumo caracteristico dos italianos
[64]. Pelo contrério, alguns produtos alimentares com elevadas concentragdes de PAHs,
como a pizza e a came grelhada, contribuiam apenas marginalmente para o aporte de
PAHs totais, devido ao seu modesto consumo [64].

Num estudo na Holanda, de Vos e colaboradores [63] analisaram 220 itens
alimentares diferentes e estimaram que a média de ingestdo diria na alimentagdo estava
compreendida entre 5 e 17 pg/pessoa, contribuindo os PAHs carcinogéneos com
sensivelmente metade da exposigio, sendo grande a proporgdo proveniente de agicares
e doces, cereais, nozes, 6leos e gorduras. Estes autores [63] identificaram os produtos
cerealiferos como a principal fonte de PAHs, representando, também, os 6leos vegetais
uma parcela muito importante da exposigdo.

Estes dois estudos [63,64], apesar das diferengas metodoldgicas, apresentam
resultados muito semelhantes. De facto, ¢ niio obstante as aprecidveis diferengas entre a
alimentagio do norte e sul da Europa, foi observado um perfil similar em relagdo aos
principais grupos alimentares fornecedores de PAHs [64]. Foram encontradas
diferencas significativas no grupo dos éleos e gorduras, contribuintes importantes de
PAHs na alimentagio dos holandeses e percentualmente negligenciaveis na alimentagdo
italiana. As diferencas de consumo entre estas populagdes (75g/dia na Holanda e
40,2¢g/dia em Itélia) podem ajudar a explicar a discrepancia observada. No trabalho de
de Vos e colaboradores [63] observou-se também uma contribuigdo significativa do
grupo dos agiicares e doces para a ingestdo diaria de PAHs. Pode especular-se que, € na
medida em que estes géneros alimenticios requerem frequentemente a adigdo de oleos e
gorduras, possam ser contaminados por estes ultimos.

Mengzie et al. [71] estimaram o nivel de ingestdo de PAHs em 3 pg/dia e concluiram
que uma alimentagio vegetariana, rica em horticolas folhosos e cereais ndo refinados,
podia resultar numa ingestfo elevada comparativamente a uma alimentagao dita normal.
A exposigio também era elevada em dietas que privilegiavam carne e peixe grelhados
ou fumados [71].

Estes trabalhos ddo resultados bastante proximos nas estimativas de exposi¢do e nas

concentracdes nos diferentes tipos de alimentos, mas diferem na importancia relativa
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dos itens alimentares nos respectivos padrdes alimentares. No entanto, a maioria dos
estudos [26,62-65,71] responsabiliza o elevado consumo de produtos cerealiferos, dleos
e gorduras e agticar/doces, pela contribui¢do maioritaria da alimentagdo para a ingestdo
di4ria humana de PAHs. Embora alguns alimentos, como carne e peixe grelhados ou
fumados e moluscos contaminados, possam conter concentragdes elevadas de PAHSs, o
seu contributo em termos absolutos para a ingestdo é pouco significativo, pois regra
geral sio consumidos em pequena escala [9]. Assim, e a menos que o consumo desses
alimentos seja anormalmente frequente, os cereais e derivados e os dleos e gorduras
parecem ser 0s maiores contribuintes para a exposi¢do alimentar humana a PAHs.
Ressalta, deste modo, a importincia dos dleos vegetais como fontes de PAHs ndo
apenas per si, mas também pelo influéncia que parecem ter nos niveis elevados de
PAHs em muitos doces e produtos cerealiferos, pelo facto se serem ingredientes em

muitos deles.
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8. PRESENCA DE PAHs NOS OLEOS VEGETAIS

O diagnostico da presenga de PAHs em alimentos ¢ um interesse de saude publica
primario, devido & reconhecida actividade carcinogénea destes compostos [7]. Tendo
em consideragio que os 6leos e gorduras sdo, segundo alguns autores [26,62,63,83],
veiculos importantes de PAHs na alimentagio, devido a sua natureza lipofilica, parece
pertinente conhecer a extensiio da sua contaminagdo e, consequentemente, avaliar se
levantam um risco carcinogéneo acrescido para a populagdo em geral. A comunidade
cientifica deu a devida atencdo a este facto, tendo dedicado muita pesquisa ao estudo da
ocorréncia de PAHs em oleos vegetais.

Os éleos vegetais, nativamente livres de PAHs, sdo contaminados por vérias vias,
tais como: a poluigio atmosférica (de trafico rodovidrio, por exemplo), a secagem
directa com gases de combustio dos grios antes da extracgdo, a queima dos solos, 0
material de embalagem, a captagdo dos solos pelas oleaginosas, o contacto com
solventes de extracgdo, residuos de 6leos minerais contaminados e a transmigragdo de
solos ou aguas conspurcados com estes compostos [22,85-87].

A poluigio atmosférica com poeira e matéria particulada, albergando grandes
quantidades de PAHs, pode depositar-se sobre as plantas durante o periodo de
crescimento, sendo plausivel que parte desta contaminagdo superficial se transfira para
o produto final [22]. Hopia e colaboradores [83] identificaram na maioria dos dleos
vegetais que estudaram, concentragdes variadas de ciclopenta(cd)pireno e
benzo[b]nafto(2,1-d)tiofeno, considerados indicadores de contaminagdo de emissdes de
trafego rodoviario. Aparentemente, a maior fonte de contaminag@o de 6leos e gorduras ¢é
a combustdo de origem antropogénica [83].

As sementes tém, no entanto, baixos teores de PAHs no momento da colheita [6]. E
conceptivel que as sementes possam ser contaminadas, durante as operagdes de colheita,
transporte ¢ armazenamento e que, mesmo apos purificagdo e secagem, algumas dessas
impurezas sc mantenham. A andlise de sementes de colza revelou que as particulas
solidas que as contaminavam durante a colheita, tratamento inicial, transporte e
armazenamento contribuiam, em média, com 36% dos PAHs de baixo peso molecular e
64% dos PAHs de peso molecular elevado [12]. Estes PAHs estavam principalmente
localizados na camada cuticular, uma vez que eram removidos facilmente dos grios
integros por simples lavagem com solvente orginico (cloroférmio) num banho ultra-

sonico. Esta operagdo pode, e talvez deva, ser utilizada no processamento dos o6leos
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vegetais para remogio de parte dos PAHs antes da trituragdo, com a vantagem de que
nfio acarreta prejuizos para o produtor, pois ndo parece implicar perdas significativas de
6leo; apenas 0,1-0,2% do peso da amostra (provavelmente s6 lipidos cuticulares) siio
extraidos [12].

O processo de secagem directa pode, também, ser responsavel por aumentos
consideraveis de PAHs em alguns tipos de 6leos vegetais [26,85]. Alids, os elevados
teores de PAHs detectados na maioria dos estudos para os ¢leos de coco devem-se a0
habitual processo de secagem deste alimento [83]. No estudo de Biernoth e Rost [88]
foram analisados os 6leos brutos obtidos a partir de coco fresco e copra sujeita a
secagem com ar quente ou por fumo. Os teores que estas amostras evidenciaram foram
bastante diferentes, sendo respectivamente de 24, 1783 ¢ 2872 pg/kg [88].

A secagem de sementes de colza, com recurso a gases de combustdo (6leo, gasoleo
ou propano), provocou aumentos médios entre 41 ¢ 126% para o fluoranteno, o pireno €
o criseno, apesar de ndo ter tido qualquer efeito nos teores de PAHs de maior peso
molecular, como o B[a]P [26]. Observou-se um aumento do benz[a]antraceno mas ndo
foi estatisticamente significativo no intervalo de confianga a 95%. Por seu lado, a
secagem pelo ar (frio ou aquecido electricamente) ndo resultou num aumento do teor
destes compostos [26]. O controlo das condi¢des de combustdo ¢ claramente um factor
a ter em conta quanto a contaminag@o com PAHs durante a secagem.

A prética de incendiar os campos apds a colheita &, igualmente, uma operagdo
suspeita no que concerne a contaminagdo com PAHs [89]. Ha ainda a possibilidade da
redifusdo de PAHs a partir de filmes de polietileno reciclados utilizados em embalagem
de 6leos [90]. A hipétese de alguns vegetais biossintetizarem ou translocarem PAHs de
solos ou dgua contaminados ndo retine consenso da comunidade cientifica que, regra
geral, minimiza estas alternativas como focos de contaminagao [91].

Cejpek et al. [12] nflo confirmaram a assungdo de uma influéncia substancial do
solvente de extracgio — hexano — nos niveis de PAHs em dleos apds extracgdo. Os
relativamente maiores teores de PAHs no ¢leo extraido, em relagio ao expresso
mecanicamente, pode dever-se & maior afinidade destes pela matriz com impurezas
solidas na prensagem, sendo transferidos, na maioria, para a fase oleosa apenas na
extracgdo.

Outra forma de contaminagdo pode derivar do contacto com residuos de oleos
minerais. Desta forma, a pratica de armazenar e transportar sementes oleaginosas em

sacos de juta tratados com este tipo de 6leos pode causar migragdo de PAHs para os
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alimentos [31]. Este tipo de contaminagdo é de facil diagndstico, pois estes Oleos sido
naturalmente ricos em PAHs alquilados, caracteristicos do processo de origem
(geoquimico) [22]. Por vezes, vestigios de Oleos lubrificantes, usados para a
manutencdo da maquinaria nas industrias de extracgdo, podem ocasional e
incredulamente, ser encontrados em dleos vegetais [22].

O tempo de armazenamento (entre a colheita ¢ o processamento tecnologico
propriamente dito) pode afectar substancialmente os teores de PAHs das sementes ¢
consequentemente dos 6leos a que ddo origem. Cejpek et al. [12] verificaram que as
sementes de colza armazenadas em silos durante varios meses (30) apresentavam niveis
de contaminagdo significativamente inferiores (ca. 50%) aos da matéria-prima
processada pouco tempo apoés a colheita [12].

Os resultados de alguns trabalhos [12,26] em Oleos e gorduras disponiveis
comercialmente tdm revelado, de uma forma geral, concentragdes de PAHs muito
reduzidas. Uma tese explicativa plausivel para este ocorréncia pode ter a ver com certos
procedimentos tecnolégicos que parecem estar envolvidos na diminuigdo destes
carcinogéneos nos 6leos vegetais [11]. De facto, as concentragdes de PAHs nos 6leos
vegetais brutos, preparados a maior parte das vezes a partir de sementes contaminadas
por fontes ambientais, sdo geralmente reduzidas durante a refinagdo, nomeadamente nas
etapas de branqueamento e desodorizagdo [26]. Hopia et al. [83] detectaram teores de
PAHs cerca de 10 vezes inferiores nos 6leos desodorizados relativamente aos brutos
correspondentes. O perfil de PAHs permanecia semelhante ao da matéria-prima,
observando-se apenas um decréscimo da proporgdo dos PAHs de menor peso molecular
[83].

Pode-se teorizar, nesta conjuntura, que os consumidores que prefiram o6leos virgens
prensados a frio possam obter um grau mais elevado de exposigdo a estes
carcinogeéneos.

A influéncia das diversas operagdes tecnoldgicas no teor total de PAHs foi objecto de
estudo de diversos autores [12,26,85,89], no sentido de a melhor caracterizar,
certamente movidos pela espirito curioso idiossincratico dos investigadores.

Os niveis relativamente baixos de contaminagdo encontrados nos oOleos vegetais
podem em alguns casos dever-se, também, a utilizagdo de carviio activado no processo
de refinagdo. Alids, e no caso dos 6leos brutos com um teor elevado de PAHs, caso do
6leo de coco, tem sido recomendada [85] a utilizagdo de carvdo activado na etapa de

branqueamento, considerando-se uma acgdo suficientemente efectiva para a redugdo dos
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teores de PAHs com 5 e 6 anéis. O teor em B[a]P no 6leo de coco pode atingir 50
ng/kg, enquanto que em muitos outros Oleos vegetais ndo ultrapassa alguns, poucos,
ng/kg [19]. Esta situagdo deve-se ao facto da copra, de onde o ¢leo ¢ prensado, ser
muitas vezes seca directamente com gases de combustdo [85]. Como tal, Biernoth e
Rost [88] foram os primeiros a sugerir e desenvolver um procedimento de limpeza
especial para remover PAHs nesta matriz, acompanhado de filtragdo através de carvdo
activado. Demonstraram a eficiéncia do recurso a carvdo activado: os niveis de PAHs
foram reduzidos de 1923 pg/kg, em amostras de éleo de coco bruto, para 13pg/kg, nos
mesmos 6leos desodorizados. A partir de um 6leo fortemente contaminado (1940,7
ng/kg de PAHs totais, 1844 ug/kg de baixo peso molecular e 96,7 pg/kg de alto peso
molecular), Sagredos et al [89] também demonstraram um descontaminagdo
tecnologica efectiva (9,6 pg/kg PAHs totais, 9,4 pg/kg baixo peso molecular, 0,2 pg/kg
de alto peso molecular). Sio exemplos de como o processo de refinagdo pode,
felizmente, reduzir drasticamente a quantidade destes contaminantes.

A actividade do carvdo activado ndo deve ser influenciada pela presenga de terras no
branqueamento que nfo parecem capazes de adsorver os PAHs dos 6leos vegetais [88].

O tratamento com carvdo activado adsorve principalmente PAHs condensados de
peso molecular mais elevado (4-5 anéis) [22,85,87]. Ao invés, o uso da desodorizagdo a
vapor elimina a maior parte dos PAHs de baixo peso molecular (2-3 anéis), deixando os
de maior peso molecular permanecerem no 6leo [26,86,87]. Isto significa que estes dois
tipos de tratamentos sdo complementares no seu efeito.

Embora as propriedades carcinogéneas dos PAHs tenham sido amplamente
demonstradas em experimentagio animal, a dificuldade em extrapolar dados de
toxicidade deste tipo de estudos para humanos ndo permite a fixagfo de niveis
inequivocos de PAHs que constituam um risco sério e real para a satde.

Alguns paises europeus, como a Alemanha, a Austria e a Pol6nia adoptaram o limite
legal de 1 pg/kg de B[a]P em alimentos fumados [22], mas a esmagadora maioria dos
paises nio tem nenhum limite legal para o teor de PAHs em 6leos e gorduras. Este facto
nido deixa de ser uma incongruéncia, tendo em conta que os fumados representam
apenas uma pequena parte da exposigdo alimentar a PAHs, enquanto que a fatia
atribuida aos 6leos e gorduras tem uma representatividade muito maior.

De forma andloga, a legislagdo ponuguesa ndo estabelece nenhum limite legal para
PAHs nos 6leos vegetais, mas decreta para aditivos alimentares — que devem estar

isentos de PAHs [92], e 4guas de consumo [93]. O limite maximo admissivel para dguas
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¢ de 0,2 upg/L, para o conjunto dos seguintes hidrocarbonetos: fluoranteno,
benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno, benzo[g,h,i]perileno e
indenol[1,2,3-cd]pireno [93].

Acrescenta-se que, € ao melhor do nosso conhecimento, ndo existe nenhum nivel de
referéncia de “seguranga” para PAHs em odleos vegetais que, mesmo sem valor legal,
constituisse uma directriz.

As autoridades espanholas sentiram necessidade de legislar neste dominio [94], de
forma a dar resposta a problematica de Junho de 2001, em que 6leos de bagago de
azeitona apresentaram valores de B[a]P considerados preocupantes, e, pelo que nos
possivel saber, vdo propor futuramente o fagam a nivel comunitario

Para colmatar o vazio legislativo, a German Society for Fat Science (GSFS)
estabeleceu limites para 6leos e gorduras refinados. Esta entidade recomenda que o teor
de PAHs (fenantreno, antraceno, pireno, benz[alantraceno, criseno, benzo[a]pireno,
benzo[e]pireno, perileno, antantreno, benzo[g,h,i]perileno, dibenzo[ah]antraceno e
coroneno) nio exceda 25 pg/kg e que a soma dos PAHs de alto peso molecular
(benzo[a]pireno, benzo[e]pireno, benzo[a]fluoranteno, benzo[b]fluoranteno,
benzo[j]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, perileno, indeno[1,2,3-cd]pireno,
dibenzo[a,h]antraceno, dibenzo[a,c]antraceno e benzo[g,h,i]perileno) se situe abaixo de
5 pglkg [12,86,87,95].

Em diversos estudos em oleos vegetais refinados disponiveis comercialmente,
aparentemente ndo influenciados por fontes directas de emissdo de PAHs, t€ém sido
encontrados niveis destes compostos, em termos individuais, da ordem dos pg/kg. Os
hidrocarbonetos aromaticos mais frequentemente detectados tém sido o antraceno, o
benz[a]antraceno, o criseno, o fluoranteno, o indeno[l,2,3-cd]pireno, o
benzo[g,h,i]perileno, o pireno e o fenantreno [96].

Todavia, aparecem, amiude, niveis particularmente elevados destes compostos.
Morgante et al. [97] encontraram concentragdes elevadas numa amostra de Oleo
refinado e duas amostras de azeite virgem: até 40 pg/kg de B[a]P e 196 pg/kg de
fenantreno. Larsson et al. [85] detectaram, em odleos de coco brutos, quantidades de
B[a]P e PAHs totais de 20 a 34 pg/kg e 2600 a 3700 pg/kg, respectivamente. Contudo,
o produto refinado correspondente apresentou concentragdes consideravelmente
menores (0,1-0,3 pg/kg para o B[a]P e 2-59 pg/kg para PAHs totais). No mesmo
sentido, Hopia e o seu grupo de trabalho [83] encontraram valores de 4600 pg/kg na

mesma matriz em bruto, sendo que o 6leo de coco desodorizado apresentava valores
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médios de 92 pg/kg. Niveis extraordinariamente altos foram encontrados [98] em dleos
virgens italianos obtidos de sementes de plantas expostas a emissdes industriais de
condensado de piche (B[a]P 60pg/kg e fenantreno 3800pg/kg) ¢ de plantas expostas a
exaustdo de veiculos (fenantreno 800 pg/kg).

Uma amostra de 6leo de colza analisada por Dennis et al. [26] apresentava 60 pg/kg
de B[a]P. Niveis ocasionalmente elevados de contaminagdo em 6leos de colza brutos
foram reportados por Sagredos ef al. [89].

Kolarovié e Trailer [99] quantificaram os teores de 19 PAHs em 6leos de grainha de
uva, coIza,- girassol, manteiga de cacau, soja e 2 amostras de amendoim; os valores
totais encontrados foram de 22,93, 34,61, 41,35, 57,78, 220,23, 750,25 e¢ 129,10 pg/kg,
respectivamente. O nivel mais elevado de um PAH individual foi de 105,74 pg/kg para
o B[a]P num dos 6leos de amendoim [99].

Numa analise a 28 6leos vegetais brutos, Speer et al. [87] determinaram um vasto
intervalo de concentragdes de PAHs (0,7 a 124 pg/kg). De uma forma geral, os teores
de PAHs foram baixos; os 6leos de girassol, de sésamo e de gérmen de trigo analisados
satisfizeram as recomendagdes da GSFS, tendo apenas uma amostra de 6leo de cartamo
ndo preenchido este requisito. No entanto, os resultados dos 6leos de linhaga e gérmen
de trigo foram notoriamente altos (76,3 e 124,2 pg/kg, respectivamente).

Gertz e Kogelheide [95] descreveram, em dleos italianos e franceses, concentragoes
médias de 114,7 pg/kg para os PAHs de menor peso molecular e 94,7 pg/kg para os de
maior peso molecular. Entre os 11 tipos diferentes de dleos vegetais analisados, a
maioria dos exemplares ndo refinados continha mais de 25 pg/kg de PAHs totais,
enquanto que os exemplares refinados apenas ocasionalmente excediam o limite de 25
ng/ke; a excepgdo foram as amostras de oleo de grainha de uva, que possuiam sempre
niveis elevados de PAHs. Similarmente, no estudo de Balenovic et al. [100] os dleos de
grainha de uva exibiram niveis de PAHs de alto peso molecular (média 108 pg/kg)
cerca de 15 vezes superiores aos outros 6leos vegetais analisados, enquanto os teores
em PAHs de menor peso molecular foram, em média, apenas o dobro dos determinados
nos outros 6leos. A quase totalidade dos ¢leos analisados por Balenovic e colaboradores
[100] apresentaram PAHs totais acima de 25 pg/kg, devido fundamentalmente & grande
quantidade de PAHs de peso molecular baixo, tornando-os, segundo a GSFS,

improprios para consumo humano. Estes autores [100] argumentam que o limite de 25

ug/kg para PAHs totais é algo irrealista, especialmente para produtos ndo refinados,
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enquanto os limites de 5 pg/kg para PAHs de alto peso molecular e 1 pg/kg de B[a]P se
afiguram adequados.

Sagredos e colaboradores [89] detectaram concentragdes compreendidas entre 3 e
276 pg/kg (média 38ug/kg) de PAHs de baixo peso molecular e entre 1 € 20 pg/kg
(média 6pg/kg) para PAHs de alto peso molecular em 6leos de colza brutos. Para a
mesma matriz, Grimmer e Hildebrandt [101] encontraram 1,3 a 4,0 pg/kg de B[a]P e
Larsson et al. [85] determinou 0,6-2,1 pg/kg e 43-61 pg/kg para B[a]P e PAHs totais,
respectivamente. Apesar das concentragdes medianas de PAHs em Oleos
comercializados serem muito baixas, ocasionalmente sdo referidas concentragdes
elevadas de PAHs em 6leos de colza desodorizados. Larsson et al. [85] reportaram
niveis de 0,3-1,3 pg/kg de B[a]P e 5-12 pg/kg de PAHs totais ¢ Kolarovi¢ e Traitler
[99] mais de 2 pg/kg de B[a]P em 6leos de colza desodorizados.

Pupin e Toledo [86] avaliaram o teor de B[a]P numa série de dleos vegetais (colza,
milho, soja, girassol, arroz, palma e alho) do mercado brasileiro. Este PAH foi
detectado em todas as amostras, com valores maximos de 58,9 pg/kg. Os teores médios
de B[a]P detectados nos 6leos de arroz, girassol, soja, milho e palma foram 1,8, 0,2, 2,2,
10,8 e 2,1 pg/kg, respectivamente, nio sendo detectado nos 6leos de alho e colza. Os
mesmos investigadores [102] estudaram o mesmo carcinogéneo em azeites brasileiros e
encontraram-no em todas as amostras com valores até 164 pg/kg.

Os niveis encontrados por Pupin e Toledo [86] sdo similares a outros descritos na
literatura. Dennis et al. [26] analisaram uma série de 6leos (milho, soja, girassol, colza e
palma), que apresentavam valores no intervalo de poucos pg/kg de B[a]P, a excepgao de
uma amostra de 6leo de colza (68,6 pg/kg). Concordantemente, Kazerouni ef al. [103]
encontraram 0,2 pg/kg de B[a]P, como valor médio de um conjunto de dleos vegetais
analisados. Welling e Kaandorp [84] determinaram 0,3-26,1 pg/kg de B[a]P em olecos
vegetais holandeses, enquanto Speer ¢ Montag [104] encontraram um espectro de < 0,1
a 4,1 pg/kg do mesmo composto em 6leos de origem alema.

Muitos dos 6leos comercialmente disponiveis resultam de uma mistura de oleos
provenientes de diversas localizagdes. Esta mescla de déleos pode ser, de acordo com

Menichini et al. [96], um dos factores explicativos da homogeneidade dos niveis de

contaminagdo encontrados em diferentes marcas de dleos.
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9. BIODISPONIBILIDADE DE PAHs

Como foi discutido em capitulos anteriores, a alimentagdo ¢ a principal via de
exposi¢io a PAHs, estando reservado aos 6leos vegetais um papel de relevo, com maior
ou menor impacto conforme os trabalhos. Outro aspecto que enfatiza a importincia
destes alimentos como fontes de PAHs tem a ver com o facto dos lipidos,
possivelmente, aumentarem a biodisponibilidade intestinal de PAHs [105].

O estudo de Stravic e Klassen [105] mostrou que a absorgdo intestinal de B[a]P €
marcadamente afectada por componentes alimentares e que a presenga de qualquer
alimento retarda a biodisponibilidade do B[a]P no tubo digestivo. Quando uma
determinada dose de B[a]P marcado (14C) era administrada a ratos por via subcuténea,
a recuperagio ao final de 24 horas era de 64%, mas diminuia para 1% a 25% quando
ingerida oralmente com alimentos. Os autores [105] observaram que a excregdo de
B[a]P na bile era inibida pela presenga de 4gua, compostos fendlicos (quercetina e acido
clorogénico) e carbono (carvio activado) mas aumentava pela adigéo de dleo de milho.
Ou seja, a 4gua, na qual o B[a]P ndo é solavel, parece reduzir a transferéncia deste das
particulas alimentares para a mucosa intestinal, enquanto que o 6leo de milho
possivelmente a aumenta. Foi ja demonstrado, também, que as fibras alimentares séo
outro componente alimentar que adsorve fortemente o B[a]P [106].

Neste sentido, Laurent et al. [1] estudaram a cinética da absorgdo de PAHs,
alimentando animais com leite contaminado com fenantreno e B[a]P marcados (14C).
Os picos de radiactividade observados apos 4-6 horas da ingestio de PAHs situavam-se
no mesmo intervalo dos relativos a absorgdo da gordura lactea e eram notavelmente
diferentes dos picos de absorgdo da glicose (45 min) e das proteinas (30 min) [1]. Estes
resultados sugerem que a absorgio de PAHs estd, provavelmente, relacionada com a
absorgio das gorduras, o que inclusivamente € suportado pelo facto das cinéticas de
absor¢do do fenantreno e benzo[a]pireno serem similares, apesar das diferengas de
solubilidade em agua [1].

Em resumo, a absorc¢do intestinal de PAHs dos alimentos é um processo complexo e
pouco conhecido, e pode, eventualmente, contribuir para a falta de elo epidemioldgico
entre a ingestio alimentar de PAHs e a incidéncia de alguns cancros humanos [61],

apesar do forte potencial carcinogéneo destes quimicos demonstrado em animais de

laboratorio.
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O facto dos dleos vegetais, para além de constituirem fontes importantes de PAHs,
poderem aumentar a sua biodisponibilidade, faz deles veiculos alimentares privilegiados
neste tipo de contaminagio, e vem justificar toda a atengdo de que tém sido alvo e de

que vio, concerteza, continuar a ser.
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10. METODOS ANALITICOS DE DETERMINACAO DE PAHSs

Os PAHs sio poluentes orginicos vastamente distribuidos pela biosfera, constituindo
um problema de satde publica devido aos efeitos toxicologicos que alguns exibem.
Como tal, torna-se particularmente importante conhecer a sua presenga, em termos
qualitativos e quantitativos, no sentido de estimar rigorosamente o risco que
representam e, no sentido de o reduzir, estabelecer medidas preventivas no que
concerne & diminuigdo da sua formagdo. Na medida em que os géneros alimenticios
constituem uma via privilegiada de exposigdo a esta familia de compostos, para a qual
os 6leos vegetais muito contribuem, a determinagdo analitica de PAHs nestes ¢
importante para a avaliagdo do risco carcinogéneo humano oferecido pela alimentagdo.
Neste contexto, foram desenvolvidos, desde os anos 70, diversos procedimentos para a
analise multiresidual de PAHs, contudo a maioria ndo ¢ satisfatoria para andlises de
rotina, devido a sua complexidade e custo [13]. E necessario, para este designio,

desenvolver um método que seja simples, rapido e exacto [13].
Preparacio da amostra

E necessario ter um especial cuidado no manuseamento dos produtos alimentares,
quando se pretende determinar quantitativamente a presenga de PAHs. Estes estdo
normalmente presentes em concentragdes vestigidrias nos alimentos, pelo que se deve
ter o maximo cuidado para evitar contaminagdes adventicias. Nesse sentido, deve
proceder-se a um armazenamento adequado das amostras, pois os PAHs sdo
contaminantes ubiquos no ambiente. Deve, também, reduzir-se ao minimo o contacto
com plésticos, preferindo a utilizagdo de material de vidro sujeito a um protocolo de
limpeza rigoroso [6].

No sentido de se evitarem perdas indesejéveis, e na medida em que se estd a lidar
com um grupo de substancias de volatilidade e solubilidade diferentes, deve ter-se muita
precaugio, especialmente nas etapas de evaporagdo de solventes, para minimizar as
perdas dos volateis PAHs de dois e trés anéis [6]. Este facto faz com que a determinagio
destes ultimos compostos seja, na maioria das vezes, apenas qualitativa.

As fases de colheita ¢ armazenamento sdo delicadas devido a tendéncia dos PAHs
para adsorverem as superficies com que contactam, o que pode resultar em grandes ¢

indesejaveis perdas. A adigdo de solventes orgnicos a amostra permite, pelo aumento
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da solubilidade, minorar este problema. O uso de sais biliares, por serem anfipaticos,
também contribui para reduzir este tipo de perda de analitos [107].

Um outro facto a ter em conta, é o material de que € feito o recipiente que contém a
solu¢io de PAHs; Lopez Garcia e colaboradores [108] mostraram que o polietileno
acarreta perdas superiores comparativamente com o vidro.

Durante o processo analitico, a degradagdo de PAHs também deve ser tida em
consideracgdio, com o objectivo de melhorar as taxas de recuperagdo. Recomenda-se a
redugdo ao maximo do contacto com a luz e o ar para se cvitarem perdas. Takatsuki et
al. observaram num dos seus estudos [109] que o B[a]P era facilmente decomposto em
condigdes alcalinas, na presenca de luz e oxigénio, pelos peréxidos presentes no éter
etilico e pelo oxigénio. Para evitar a decomposi¢do ¢ obter uma boa recuperagio,
adicionaram sulfureto de sédio como antioxidante [109].

A andlise, propriamente dita, de PAHs envolve geralmente as seguintes etapas:
extracgdo, purificagio ou limpeza, separagdo cromatogrfica ¢ identificagdo

espectroscopica.
Extracgdo e purificagdo

A extracgdo deve ser feita o mais rapidamente possivel, de forma a diminuir os
efeitos de degradagio e de adsor¢do que, como vimos, contribuem para as perdas de
PAHs da amostra [110].

Duas circunstincias tornam especialmente problemdtica e complexa a determinagdo
analitica de PAHs nos alimentos e particularmente nos 6leos vegetais: as concentragoes
extremamente baixas em que normalmente estdo presentes - ao nivel dos pg/kg, e o
facto de se encontrarem juntamente com outros tipos de matéria orginica - como os
lipidos - que se dissolvem nos mesmos solventes e que devem ser extraidos, o mais
selectivamente possivel, e eliminados para uma melhor detecgdo e identificagdo
instrumental [13,22]. Esta conjuntura torna necessrias, € s¢ O objectivo ¢ a
identificagdo e quantificagdo do maior nimero possivel de compostos presentes na
amostra estudada, véarias etapas de extrac¢do e purificagdo muito complexas. Estas
técnicas visam isolar os analitos da matriz, remover as interferéncias e melhorar a
sensibilidade do método; contudo podem acarretar, também, riscos e erros adicionais.
Neste sentido, alguns autores utilizam padr8es internos para monitorizarem eventuais

perdas de analitos durante a purificagdo e, caso necessario, corrigi-las. O composto
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escolhido varia, sendo exemplos o benzo[b]criseno [99,111,112], o B,B’binaftil [85], o
perileno [62], o 3-metilcolantreno [64], o 3,6-dimetilfenantreno [113], o B[a]P marcado
com tritio [114], os PAHs deuterados [87,115,116] e, mais recentemente, 0s PAHs
monofluoretados [117]. Estes tltimos tém como vantagens terem propriedades fisico-
quimicas e perfis de eluigdo muito similares aos PAHs, ndo ocorrerem naturalmente no
ambiente ¢ serem menos dispendiosos que os PAHs deuterados [117].

Est4 descrita uma vasta gama de métodos de extracgdo e limpeza da fracgdo de PAHs
dos géneros alimenticios e as razdes pelas quais os diversos autores as seleccionam sio,
segundo Guillén [10], aparentemente empiricas. A extrac¢do pode recorrer a métodos
que envolvam solventes ou por adsorgdo em fase sélida. No primeiro caso citam-se a
extracgdo por Soxhlet, por ultrassons ou por partilha de solventes (extracg@o liquido-
liquido). A extracgdo liquido-liquido € o processo tradicional de extrac¢do dos PAHs.
Requer um solvente organico imiscivel, de elevado grau de pureza ¢ com boas
propriedades de solubilidade relativamente aos PAHs. Este processo tem algumas
desvantagens: ¢ muito demorado e requer grandes quantidades de solventes — muitas
vezes toxicos e inflamaveis [118]. As técnicas de extracgdo em fase solida incluem
extracgdo com carvlo, com resinas macroreticulares (Tenax, Xad, Poliuretano), com
adsorventes (gel de silica, Alumina, Florisil, Sephadex LH-20), por fluidos supercriticos
e por fases ligadas, vulgarmente empregues em HPLC, constituidas por silica porosa
ligada a grupos octadecilo (C18) ou grupos amino (NH2) [19].

A propriedade mais importante a ter em conta aquando da extracgao de um grupo de
compostos de uma matriz, mais ou menos complexa, ¢ a sua solubilidade, que no caso
dos PAHs depende de trés caracteristicas estruturais: tamanho molecular, topologia e
grau de planaridade [10]. Os PAHs sdo soluveis em solventes orgdnicos, contudo as
solubilidades sio diferentes e nem todos os solventes organicos sdo igualmente
efectivos relativamente a estes compostos [10]. A escolha de um solvente deve ter em
conta a sua capacidade de extracgdo e o seu ponto de ebuligdo; se este for baixo esta
facilitada a posterior remogdo do solvente. O diclorometano ¢ um exemplo de um
solvente com estas caracteristicas [10]. No entanto, e de uma forma geral, estes factores
ndo sdo, segundo Gullén [10], tidos em conta para a selecgdo do solvente que ird ser
usado; a razdo da escolha ndo é normalmente referida. Na maioria dos exemplos a
escolha recai no hexano, ciclohexano ou pentano [10].

A extraccio de PAHs de 6leos vegetais levanta mais problemas do que, por exemplo,

em Agua, onde a mistura desta com um solvente orginico permite a rapida extrac¢do dos
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hidrocarbonetos. A concentragio de PAHs em materiais lipidicos implica que os lipidos
devam ser destruidos ou extraidos e os PAHs isolados da matriz. Os trés procedimentos
mais utilizados na extraccdo de PAHs de 6leos vegetais sdo a partigdo liquido-liquido, a
complexagio com cafeina e a saponificagdo [22].

Com o método de parti¢do, a amostra de 6leo € dissolvida num solvente orgénico,
caso do ciclohexano [65,87,119] ou pentano [96,113], e os PAHs sdo extraidos com
uma solugdo de dimetilformamida (DMF)-dgua (9:1) [65,87,104,119] ou
dimetilsulféxido (DMSO) [96,113], enquanto a maioria da matéria lipidica (constituida
principalmente por triacilgliceris) permanece na fase organica. O isolamento ¢é levado a
cabo por dilui¢do com agua, por forma a alterar os coeficientes de partigdo dos PAHs
entre as duas fases, e nova partigdo com ciclohexano, que ¢ eliminado mais facilmente
(a temperaturas mais baixas). Este procedimento permite redugdes do residuo para
valores proximos de 10% do valor de massa inicial [22], e recuperagdes, em média,
entre 87 e 159% para os PAHs de quatro a seis anéis, ¢ menores para os de trés aneis
[85].

Kolarovié e Trailer [99] obtiveram resultados reprodutiveis a partir de oleos e
gorduras vegetais ao complexar os PAHs com cafeina, de acordo com a metodologia
descrita num trabalho prévio em alimentos fumados. Trata-se de um procedimento
analitico relativamente rapido para a determinagdo de PAHs em 6leos e gorduras, tendo
apresentado uma recuperagdo entre 68 ¢ 95% [99]. A amostra ¢ dissolvida em
ciclohexano e os PAHs sdo selectivamente extraidos por meio de agitagio vigorosa
numa solucio de cafeina-acido férmico. Apos decomposi¢do do complexo, com uma
solugdo aquosa de cloreto de sodio (2%), os PAHS sdo re-extraidos com ciclohexano,
separados por cromatografia em coluna ¢ cromatografia em camada fina (TLC),
respectivamente, e determinados por cromatografia gasosa (GC) [99].

Se as matrizes alimentares s3o soliveis num solvente orginico, como o ciclohexano,
as extracgdes estdo relativamente facilitadas. No entanto, para o isolamento quantitativo
dos PAHs em gorduras insoliveis e alimentos ricos em proteinas (como carne, peixe e
queijo) é, segundo alguns autores [10,13,119], absolutamente necessaria a saponificagdo
alcalina da amostra, de acordo com o método proposto por Grimmer ¢ Bohnke [ 19].
Os extractos obtidos desta forma contém inevitavelmente quantidades substanciais de
materiais interferentes, pelo que ha necessidade de se proceder a sua purificagdo, por
intermédio de parti¢io de solventes [9]. Alguns autores sugerem que uma digestdo

alcalina severa pode ter consequéncias ao nivel dos PAHs mais labeis da amostra [109].
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Este procedimento foi utilizado na analise de uma variedade de amostras alimentares,
entre as quais dleos vegetais [62-65,95,119] e visava a eliminagdo de gordura, de forma
a libertar os PAHs antes da extracgdo, aumentando o rendimento desta. No estudo de
Gertz et al. [95], o dleo é saponificado sob refluxo durante pelo menos 40 minutos com
uma solugiio alcodlica de hidroxido de potassio ¢ a matéria insaponificavel ¢ extraida
com ciclohexano. O recurso & saponificagdo permite alcangar concentragoes
consideraveis da fracgio de PAHs (obtengdo de 100-200 mg de matéria insaponificavel
a partir de 10g de 6leo) [95].

Moret e colaboradores [120] compararam os trés procedimentos extractivos acima
descritos, com ligeiras alteragdes, numa amostra de azeite. O grau de purificagdo obtido,
bem como a capacidade de obter uma fracgdo isenta de esqualeno, foram diferentes
entre os métodos sujeitos a comparagio. O esqualeno representa uma grande fatia (ca.
50%) da matéria insaponificdvel do azeite e constitui um problema, na medida em que
co-elui com os PAHs nos cartuchos, sendo capaz de os fixar, especialmente os mais
pesados. O método de saponificagdo gerava residuos de esqualeno em quantidades
apreciaveis, justificando a necessidade de mais uma etapa de purificagdo, enquanto a
partigdo liquido-liquido revelou um maior poder de purificagdo: ndo permaneceram nas
amostras quantidades significativas de esqualeno [120]. A partigdo liquido-liquido,
seguida de extrac¢do em fase sélida, revelou-se o melhor método. A recuperagio variou
entre 42,5 ¢ 92,2%, dependendo das massas moleculares, enquanto os coeficientes de
varidncia (CV) variaram entre 2,5 e 12% excepto para o naftaleno (31,9%),
provavelmente devido a sua volatilidade [120].

O extracto obtido de qualquer um dos procedimentos extractivos acima descritos
contém, inevitavelmente, quantidades significativas de compostos, que ndo PAHs, que
poderdio interferir com as determinagdes analiticas posteriores. Segundo Knize et al.
[121] estes componentes da matriz co-extraidos influenciam mais os limites de detecgdo
do que a propria sensibilidade do detector. De forma a obviar esta ocorréncia, sdo
tradicionalmente aplicados diferentes processos de purificagdo, como TLC e
cromatografia em coluna com diferentes materiais adsorventes [22], dependendo a
escolha do procedimento do grau de pureza e a selectividade desejados. A maioria
destes procedimentos assenta em etapas morosas com colunas de diferentes materiais
como gel de silica, alumina, Florisil, Sephadex LH-20, etc. Entre estas, as colunas de
gel de silica isoladamente ou em combinagdo com outros materiais, principalmente

Sephadex LH-20, sfo vastamente usadas. No entanto, a preparagdo destas colunas ¢
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muito morosa, requer grande quantidade de solventes ¢ nem sempre da resultados
reprodutiveis [22].

O recurso & extracgdo em fase sélida (SPE) é cada vez mais comum, como técnica de
extraccdo/purificagio de amostras, particularmente quando é necessirio determinar
quantidades vestigidrias de compostos semi-voldteis em matrizes complexas [122].
Nesta técnica (SPE) intervém duas fases mutuamente imisciveis, uma sélida
(enchimento) e outra liquida (eluente) [122]. Ha uma grande variedade de enchimentos
disponiveis, com vérios graus de selectividade, sendo os mais utilizados para a
extracgdo dos PAHs, a silica, a silica quimicamente ligada a C8, C18, CN e NH2 [123].
A SPE é uma técnica de extracgdo simples, eficiente, econémica, selectiva, permite
boas recuperagdes e a separagdes de componentes interferentes, tempo de analise
reduzido, exequibilidade aumentada, reprodutibilidade de resultados, seguranga para o
operador ¢ meio ambiente pela redugdo de solventes toxicos e inflamaveis [122].
Apresenta, no entanto, algumas desvantagens como o risco de sobrecarga do
enchimento por lixiviagio de amostras desconhecidas com elevado conteudo de
contaminantes, a possivel perda de analitos quando se utilizam sistemas pouco
conhecidos, o uso de solventes organicos toxicos no passo da eluigdo, ainda que em
menor quantidade, e o seu custo relativamente elevado [124].

Um estudo de Moret et al. [120] mostrou que as colunas de silica apresentavam
capacidade semelhante de purificagdo aos cartuchos de SPE, embora, em muitos casos,
os tltimos apresentassem melhores recuperagdes ¢ CV. De facto, a SPE representa um
avanco sobre a extracgio liquido-liquido e o uso de grandes colunas com resinas XAD
[125], e tem vindo progressivamente a substitui-las. As vantagens desta técnica,
comparativamente & extracgdo liquido-liquido, sdo as de empregar menor volume de
solventes téxicos, reduzir o tempo de andlise, possibilitar automatizagdo e conferir
maior selectividade e reprodutibilidade & extracgdo [126], apresentando precisio e
exactiddo analiticas superiores [22].

De forma a optimizar as recuperagdes deve-se ter em conta os factores que a
modulam, como o acondicionamento do cartucho, a velocidade de passagem da
amostra, a concentragio de PAHs na amostra, a secagem ap0s passagem € 0s solventes
de elui¢do utilizados [99]. O primeiro passo da SPE em fase reversa (pe. Cl18) € a
limpeza do cartucho com um solvente apolar, como o diclorometano, que se destina a
eliminar possiveis impurezas que possam interferir com a analise [127]. Apos este

procedimento, o cartucho ¢ usualmente humedecido com um solvente mais polar
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(metanol, acetonitrilo) para activar as cadeias octadecilo. A secagem do cartucho por
vazio apés a passagem da amostra melhora as recuperagdes de todos os PAHs, no
entanto ndo deve ser muito prolongada — alguns minutos parecem suficientes [127], pois
pode haver perdas dos compostos volateis [128]. Entre os possiveis eluentes utilizados
para a remogdo dos PAHs dos cartuchos, o diclorometano ¢ o tetrahidrofurano
apresentaram melhores desempenhos (recuperagdes) que o acetonitrilo ou o hexano
[127].

Comegam a surgir novas técnicas em alternativa aos métodos tradicionais de
preparagdo de amostras. Foi recentemente relatada a utilizagdo de membranas semi-
permeéveis como uma nova abordagem para o isolamento quantitativo de PAHs de
amostras lipidicas [129]. Trata-se de um método ndo destrutivo, onde mais de 20 g de
lipidos podem ser dializados por uma tnica membrana. O teor lipidico pode ser
reduzido em 90 a 99%, dependendo do tipo e quantidade de lipidos.

O recurso & extracgio com fluidos supercriticos (SFE) tem aumentado
consideravelmente, nos ultimos anos, como método alternativo as cldssicas extracgoes e
purificagdes com solventes. A SFE ¢é um processo extractivo em que 0s solventes
normalmente utilizados sdo substituidos por um fluido supercritico, que na maioria das
vezes ¢, e de forma eficiente, o diéxido de carbono. Este solubiliza ndo apenas os
contaminantes, mas também os lipidos [22], pelo que se exige uma limpeza do extracto
antes da determinagdio [10]. Para contornar este obstaculo, alguns autores [130]
desenvolveram um método SFE que permite a extracgdo selectiva de PAHs em matrizes
biolégicas ricas em lipidos, sem a necessidade de uma limpeza suplementar, que
aplicaram, recentemente, a amostras alimentares (carne fumada) [131]. Este mctodo
baseia-se na adicdo de esferas absortivas C18 a da amostra inicial, que ¢ colocada na
camara de SFE. Durante a SFE, os lipidos sdo preferencialmente retidos naquelas
esferas C18, ¢ os PAHs extraidos selectivamente com CO;, supercritico. Esta técnica,
quando comparada com a SFE convencional, apresentava melhores recuperagoes dos
PAHs (94 ¢ 100%), enquanto apenas co-extrafa 11 a 17% do material lipidico referido
na metodologia classica [131]. As técnicas de extracgdo por fluido supercritico sdo cada
vez mais utilizadas pois sdo mais rapidas, menos laboriosas, mais seguras, utilizam
menores quantidades de solventes toxicos, sdo menos dispendiosas que outras técnicas,
como por exemplo a extracgdo por Soxhlet [132], possibilitam extracgdes e limpezas

selectivas [22] e exigem menores volumes de amostra [131].
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Perrin et al. [133] e van Stijn et al. [134] procederam a preparag@o da amostra por
donor acceptor complex chromatography (DACC) com um silica modificada
(tetracloroftalimidopropilo). Esta técnica baseia-se na formagdo de complexos
moleculares, por interacgdes fracas (forgas de dispersdo e dipolo-dipolo), entre os PAHs
(dadores de electdes) e a fase aceitadora, que aumentam de forga com o mumero de anéis
aromaticos. Isto resulta na retengio dos PAHs e na ¢lui¢do da grande maioria dos outros
componentes do dleo [134]. Apés limpeza nesta coluna, os PAHs eram transferidos e
separados numa coluna analitica de HPLC. Comparada com o0s métodos tradicionais,
esta técnica hifenada poupa tempo consideravel e reduz significativamente o
desperdicio de solvente. O uso de colunas de silica ndo modificadas também pode ser
vantajosamente utilizada para a separagdo, por cromatografia liquida (LC), dos
triacligliceréis da frac¢fo hidrocarbonada [135,136].

Para a purificagdo parcial de PAHs, a cromatografia de permeagdo em gel (GPC)
também ¢ aplicavel. Esta técnica separa as substancias pelo tamanho molecular. A GPC
parece adequada como método de controlo, para a estimativa rapida da extensdo da
contaminagdo com PAHs [13].

Sio usados grandes volumes de solventes durante a preparagdo da amostra, pelo que,
e para obter um limite de detec¢iio razoavelmente baixo, é necessario concentrar o
extracto final para um volume muito pequeno. E claro que esta operagdo também resulta
numa concentragio de impurezas potencialmente interferentes. As amosiras
parcialmente purificadas s3o subsequentemente sujeitas a concentragdo antes da
determinagdo cromatografica. Neste processo, € critico concentrar a solugdo (remover o
solvente) cuidadosamente de forma a ndo secar completamente o extracto, caso
contrario os PAHs de tamanho molecular mais reduzido, extremamente volateis, caso
do acenafteno, o fluoreno e o fenantreno, sido facilmente evaporados, diminuindo as
recuperagdes alcangadas [76]. Este facto determina que nalguns procedimentos, estes
compostos nio possam ser quantificados, procedendo-se apenas a uma avaliagdo

qualitativa.
Separag¢do cromatografia e detecgio

A fracgdio de PAHs extraida e isolada dos alimentos ¢ uma mistura complexa de
variados compostos individuais, pelo que se exigem métodos eficientes de separagdo,

com a maior capacidade de resolugdo possivel, acoplados a métodos de detecgido
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especificos [9,11]. Ha uma grande diversidade de técnicas analiticas descritas para a
separagdo e identificagdo destes carcinogéneos em variadas matrizes alimentares, como
TLC, cromatografia com fluidos supercriticos (SFC) [137], electroforese capilar
[138,139], cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), PAHs-RIS (Rapid
Imunoassay Screening) ou cromatografia gasosa (GC). Os métodos mais
frequentemente aplicados na andlise quantitativa de PAHs em dleos vegetais sdo TLC,
HPLC ¢ GC.

A escolha do método analitico deve ter em conta a natureza e os niveis em que
normalmente estes compostos se encontram na amostra [6]. Quando predominam PAHs
ndo substituidos, a técnica de eleigdo ¢ HPLC [22]. Entre as vantagens habitualmente
reconhecidas 3 HPLC na analise de PAHs, destacam-se o grande poder resolutivo,
facultado pela utilizagdo de uma grande variedade de fases estaciondrias capazes de
permitirem uma boa selectividade, a possibilidade de andlise de substincias
termolabeis, o curto tempo de analise, a faculdade de fraccionamento dos analitos antes
da aplicagdo de outra técnica cromatografica ou espectroscdpica e a capacidade para
utilizar directamente certas propriedades moleculares dos compostos como a absor¢do
no utravioleta (UV) e a fluorescéncia [13].

A HPLC ou a RF-HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa)
podem ser usadas com igual facilidade com estes compostos, pelo que o tnico
requerimento necessario para os PAHs serem analisados por HPLC ¢ a sua solubilidade
nos solventes comummente utilizados para cada método [23]. A cromatografia liquida
em fase reversa é uma das técnicas separativas mais frequentemente utilizadas para
analise de PAHs. Nesta, a fase movel é mais polar que a estacionaria e, de uma forma
geral, o tempo de reten¢do € maior para os compostos que tém menor polaridade ou
maior numero de anéis aromaticos. Os materiais de enchimento sdo constituidos por
hidrocarbonetos com diversos comprimentos de cadeia (C2, C8 ou C18), quimicamente
ligados a particulas de silica; as colunas de octadecilo (C18) sdo as mais comummente
utilizadas para a separagiio de PAHs pela sua alta eficiéncia de resolugéo [140]. O modo
como estas fases C18 sdo preparadas é uma factor importante a ter em conta, Alguns
dos 16 PAHs da EPA - nomeadamente, o criseno ¢ o benz[a]antraceno, ¢ o
benzo[g,h,i]perileno e o indeno[l,2,3-cd]pireno - ndo podem ser separados
convenientemente em colunas monoméricas [23,99], pelo que alguns produtores
(Supleco e Vydac, por exemplo) fabricam enchimentos poliméricos de C18 especificos

para a analise de PAHs.
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A fase mdvel é normalmente uma mistura de dgua com varios solventes orginicos,
principalmente metanol e acetonitrilio, estabelecendo-se frequentemente um gradiente
[6,9,22]. Aumentando a proporgéo de solvente organico na fase movel, diminui o tempo
de retencdo dos compostos menos polares. Usando uma coluna de fase reversa obtém-se
uma relagdo entre o numero de carbonos e os tempos de reten¢do no cromatograma,
pelo que permite a estimativa dos tamanhos moleculares dos compostos a apartir destes
ultimos [13].

A eficiéncia de resolugdo da HPLC ¢ geralmente superior a obtida por TLC, mas ndo
se aproxima da observada por GC para os PAHs de baixo peso molecular (para a
separagio de PAHs com 5 ou menos anéis benzénicos a GC ¢ um método poderoso)
[13]. Contudo, permite, usando colunas de fase reversa, uma répida ¢ impar
selectividade na separagio de um numero de isomeros dificeis de espartir por GC
[13,22]. Esta discriminagdo ¢ importante na medida em que as propriedades
carcinogénicas e mutagénicas diferem significativamente entre isomeros, como no caso
dos benzo[e]- e [a]-pirenos e dos benz[j]-, [b]- [k]-fluorantenos [23,110].

A HPLC, como é geralmente levada a cabo & temperatura ambiente, tem ainda a
vantagem de permitir a detecgdo de PAHs de alto peso molecular que ndo podem ser
detectados por GC [23], devido & decomposi¢do térmica destes a altas temperaturas
[10], ou por TLC, devido a vaporizagdo [13].

A identificagio dos picos cromatograficos dos PAHs ¢ possivel pelos seus espectros
de absor¢do no UV e fluorescéncia e pode, dado que este tipo de detecgdo nio &
destrutiva, ser confirmada usando ambos os detectores em série. A detecgdo destes
compostos na gama ultravioleta (254 nm) ¢ frequentemente usada [6] mas, ¢ na medida
em que a maioria dos PAHs tem fortes caracteristicas fluorescentes intrinsecas, a
acopolagdo de um detector espectrofluorimétrico permite, através da optimizagdo de
comprimentos de onda de excitagio ¢ de emissdo, tornd-la numa técnica poderosa no
que concerne a sensibilidade e selectividade [13], apenas comparavel a obtida com GC-
MS [22]. O detector de fluorescéncia é cerca de 1000 vezes mais sensivel (pg) que os de
UV [19]. As quantidades minimas detectaveis de PAHs individuais, determinadas por
HPLC-fluorescéncia, podem ser tio baixas como 0,8 pg com limites de quantificagdo no
intervalo 0,02 ng/g a 3ng/g [6]. Encontram-se descritos na literatura cientifica
[13,26,28,64,103,141-145] exemplos de comprimentos de onda referenciados para a
deteccdio fluorimétrica de PAHs; um par universal tipico ¢ 290 nm/430 nm [62,64,143].

Cada PAH tem um espectro de excitagdo e de emissdo por fluorescéncia caracteristico,
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enquanto que os isémeros tém espectros de massa muito semelhantes ou mesmo
idénticos [110], o que esta na base da possibilidade de separagdo dos isomeros por esta
técnica. Contudo, a detecgdo por fluorescéncia também tem limitagSes. Por exemplo, €
perfeitamente possivel ter substincias interferentes nas complexas amostras com
emissdo no mesmo intervalo de comprimentos de onda do analito de interesse. No
sentido de ultrapassar este eventual fendmeno, pode tornar-se a detecgdo selectiva
estabelecendo comprimentos de onda de excitagdo e emissdo especificos para os PAHs
ou recorrendo a utilizagio de agentes fluorescentes quelantes selectivos destes
carcinogéneos, como o nitrometano e o cloreto de piridinio [146]. Esta técnica
simplifica os cromatogramas de misturas complexas de PAHs, facilitando a sua
identificagdo e ajudando a estabelecer a pureza do pico cromatografico [146].-

Recentemente [147], foi descrito um método alternativo de separa¢do de PAHs em
6leos vegetais por HPLC, envolvendo uma fase estaciondria aceitadora de electrdes
(silica modificada com tetracloroftalimidopropilo) e, como fases moveis, misturas de
solventes orginicos: hexano/diclorometano, tetrahidrofurano, etc., que sdo bons
solventes de PAHs, ao contrario dos habitualmente utilizados (acetonitrilio/dgua ou
metanol/agua). Estes sistemas permitem a injecgdo directa do dleo na coluna
cromatografica, evitando o procedimento extractivo, perdas durante a concentragdo,
poupando tempo e solventes [147].

A GC capilar é também vastamente utilizada na separagdo de PAHs. A caracteristica
fundamental para um composto ser analisado por GC ¢ a sua volatilidade dentro do
intervalo de temperaturas usado, pelo que PAHs contendo até 24 carbonos podem ser
analisados por GC [23]. As maiores vantagens da GC sdo a rapidez, o seu poder
resolutivo e a capacidade de detectar concentragdes muito baixas (sensibilidade) [23].

A identificagdo de PAHs presentes numa mistura e separados por GC € geralmente
efectuada pelos seus indices de retengdo, com a ajuda da detecgdo por espectrometria de
massa (MS). A GC capilar com detecgdo de espectrometria de massa (GC-MS)
representa uma combinagdo poderosa para andlise de PAHs, e tem sido sugerida
[10,65,148] como o método mais fidedigno para a separagdo e identificagio dos
componentes de uma mistura de PAHs na maioria dos substratos. Em contraste com
outros métodos, o superior poder resolutivo proporcionado pelas colunas capilares
associado a especificidade de detecgdio da espectrometria de massa, permite a detecgdo
simultinea de misturas complexas de PAHs, alquilados ou n#o, conhecidos e

desconhecidos, em concentragdes extremamente baixas [9,13,22]. Trata-se da melhor
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op¢do para a analise de fracgBes complexas de PAHs ricas em espécies alquiladas,
como as de amostras contaminadas com 6leos minerais [149]. A GC-MS tem ainda a
vantagem de proporcionar o uso de padrdes internos deuterados [116,150] para
quantificagdes exactas. A GC-MS tem como inconveniente o facto dos PAHs
termolabeis, ou com baixa volatilidade, necessitarem de processos de derivatizagdo
[151]. Fases estacionérias ndo polares ¢ de baixa a mediana polaridade sdo tipicamente
usadas para PAHs [150]; neste contexto, as OV-1701 fornecem melhores separagoes
que as tradicionalmente recomendadas SE-52 e SE-54, especialmente se as amostras
incluirem derivados benzocarbazol [10,22].

A GC capilar ¢ a favorita quando ¢ desejavel analisar um grande niimero de PAHS,
enquanto a HPLC ¢é preferivel para a determinagdo individual de um nimero pequeno
de isémeros de PAHs [143]. Apesar da desvantagem, no que concerne a resolugdo
cromatografica, que pode ser compensada pelo uso de detectores sensiveis e especificos
(fluorescéncia), a HPLC permite a separagdo de isdmeros com relativa facilidade ao
invés da GC [143].

Se apenas se pretende determinar o B[a]P, pode usar-se TLC com detecgdo
fluorimétrica [6], apresentando uma excelente correlagdo (r = 0,99) com a determinagéo
por HPLC [103]. A TLC ¢é uma técnica simples e répida aplicada a determinagdo de
PAHs seleccionados [152], no entanto a oxidagdo destes pode levantar problemas [6].
Tem a vantagem de permitir que os componentes separados possam ser recuperados
para anélise posterior. A LC em fase reversa com detecgdo UV ¢ muito selectiva, mas
ndo tem o poder resolutivo da GC; se for acoplado um detector de fluorescéncia, a
técnica torna-se muito mais sensivel, em particular para os PAHs de peso molecular
elevado [153].

Tém sido desenvolvidas técnicas hifenadas para a determinagio de PAHs em oOleos
vegetais, envolvendo nomeadamente LC-GC-MS [115] ¢ LC-LC-GC [154]. Estes
sistemas sdo adequados para a andlise de PAHs apresentando um rol de vantagens:
evitam perda de analitos, reduzem drasticamente o tempo de analise, o volume de
solventes e o manuseamento das amostras; a sensibilidade é aumentada, pois toda a
fracgdo ¢ transferida para a coluna; o sistema pode ser automatizado para andlises de
rotina; possibilitam a analise seriada de amostras [19,22].

O Community Bureau of Reference of the Comission of the European Communities
organizou e coordenou [111,112], no sentido de desenvolver materiais de referéncia

para a avaliagio dos procedimentos de quantificagdo, um estudo interlaboratorial de
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comparagio de métodos para a determinagio de PAHs em alimentos. O programa
analitico comparativo envolveu 14 laboratorios europeus, tendo utilizado, como
amostra, 6leo de coco contaminado com uma mistura de PAHs (pireno, benzo[e]pireno,
benzo[a]pireno, indeno[1,2,3-cd]pireno e benzo[g,h,ilperileno) [111,112]. Os métodos
usados pelos laboratérios para a extracedo e limpeza foram diversos, com ou sem
saponificagio, assim como os solventes utilizados. As técnicas utilizadas foram GC-
FID, GC-MS ¢ HPLC com detec¢do por fluorescéncia e/ou UV. Alguns laboratdrios
usaram TLC, mas a precisio ¢ reprodutibilidade foram extremamente baixas. Os
resultados da primeira abordagem [111] sugeriram a necessidade de estudar os
diferentes passos dos procedimentos de forma a obter um método melhorado, pois o0s
resultados relatados nio foram muito exactos e precisos, tendo-se revelado uma
inconsisténeia entre os diversos laboratérios intervenientes. No desenvolvimento do
estudo [112], ja se observou uma melhoria consideravel nos resultados, nomeadamente
a0 nivel da exactiddo - principalmente - ¢ precisdo dos procedimentos analiticos usados.
No entanto, o pireno tinha tendéncia a ser subestimado, principalmente em HPLC, ¢ o
benzo[g,h,i]perileno a ser sobreestimado, fundamentalmente em GC. Foi possivel
realgar, pela leitura atenta dos resultados, algumas diferengas entre laboratdrios que
usavam métodos similares. Nao se observaram evidéncias de uma sobreposigdo clara de
qualquer técnica analitica em estudo (HPLC e GC) [112].

Este tipo de estudos é uma pedra angular no sentido de melhorar a qualidade das
determinagdes analiticas de PAHs em alimentos, possibilitando, mediante a comparagdo
de resultados, a identificagdo e posterior correc¢do dos principais factores de erro.

O Quadro II sumariza alguns métodos de andlisc de PAHs em oleos vegetais,

discutidos ao longo do texto.
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OBIECTIVOS

1. OBJECTIVOS

Como foi realgado na parte introdutéria desta dissertagdo, a exposigdo a PAHs
constitui um problema de satide publica pelo cardcter téxico, e particularmente
carcinogéneo, destas substancias. Assim, é primordial a avaliag@o da exposigdao humana
a PAHs, no intuito de estimar o risco decorrente.

Na medida em que a alimentagfo constitui - para individuos ndo expostos
profissionalmente - o principal foco de contaminagdo de PAHs [32], a quantifica¢do
destes compostos em matrizes alimentares ¢ fundamental para a avaliagdo desse risco.
Neste sentido, é essencial calcular a ingestdo actual de PAHs pela populagdo portuguesa
para identificar os riscos potenciais associados com o consumo alimentar. Todavia, ndo
existem, 4 data, estudos disponiveis sobre os niveis de PAHs nos alimentos consumidos
pelos portugueses. Existem alguns trabalhos avulso noutras matrizes, nomeadamente em
4guas [110] e solos [123], insuficientes, contudo, para fazer uma estimativa de risco
global e integrada.

No sentido de contribuir para o estudo da exposi¢do alimentar a PAHs em Portugal,
investigaram-se os seus teores em Oleos vegetais, apontados em diversos estudos
[62,63] como um dos principais veiculos alimentares de PAHs. Deste modo, a
determinagio de PAHs nestes géneros alimenticios reveste-se, certamente, de grande
interesse em termos de satde publica.

Neste contexto, o presente trabalho de investigagdo teve como principais objectivos a
quantificagdo de 15 PAHs em amostras de oleos vegetais disponiveis no mercado
portugués, bem como o estudo da evolugdo do teor destes compostos ao longo do
refinagdo destes géneros alimenticios. O grupo de PAHs sobre o qual incidiu a andlise
integra a lista de poluentes prioritarios enunciada pela EPA [6,8], o que facilitou a sua
selecgdo. O interesse da monitorizagdo dos valores de PAHs durante o processamento
industrial deve-se ao facto de algumas etapas da refinagdo serem responsaveis pela
diminuicdo dos seus teores [12,85] e justificarem, deste modo, os niveis geralmente
baixos encontrados nos 6leos disponiveis comercialmente.

Havia ainda a pretensdo de, e com consciéncia de todas as limitagdes, estimar a
quantidade de PAHs veiculada pelos ¢leos vegetais em Portugal, de acordo com os
dados de disponibilidade destes na alimentagdo da populagdo portuguesa.

Durante o decurso dos trabalhos experimentais decorreu um estudo interlaboratorial

a nivel internacional (ISO/TC34/SC11) coordenado pelo Institut des Corps Gras
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(ITERG), que visava estudar a aplicabilidade e precisdo dos resultados de uma
metodologia analitica de determinagdo de PAHs em ¢leos e gorduras vegetais e animais
(ISO/WD 15753 : 2001), que se encontra em fase de normalizagdo. A colaboragdo nesse
estudo permitiu contribuir para a melhoria do metodo, por intermédios das sugestdes
que atempadamente foram feitas, na medida em que foram alteradas as condigdes

cromatograficas da técnica e estudados os pardmetros essenciais a sua validagdo.
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2. AMOSTRAS

Foram avaliados os teores de PAHs em oOleos vegetais de diferentes marcas
comerciais e em 6leos vegetais ao longo das diferentes fases de refinagéo.

Para tal designio, foram adquiridos, em grandes superficies comerciais do distrito do
Porto, 6leos vegetais com origem em diferentes tipos de sementes oleaginosas num total
de 21 exemplares: 5 dleos alimentares, 3 6leos de milho, 3 6leos de soja, 3 dleos de
girassol, 3 6leos de amendoim, 2 azeites virgens, 1 6leo de aveld e 1 oleo de sésamo.
Todos os 6leos se apresentavam nas embalagens originais devidamente fechadas, em
bom estado de conservagio e dentro dos prazos de validade.

Apesar de inicialmente haver o propdsito de se estender a andalise a 6leos de palma,
de grainha de uva e de bagago de azeitona, ndo se obtiveram resultados satisfatorios
para estes 6leos com o procedimento analitico utilizado, pela presenga de grande
quantidade de impurezas no extracto final. Ha necessidade de desenvolver um processo
de limpeza mais apurado para a analise quantitativa dos PAHs presentes neste tipo de
6leos.

As amostras referentes aos 6leos vegetais em diferentes etapas de refinagdo — brutos,
neutralizados, branqueados e desodorizados - foram gentilmente fornecidas por uma
industria refinadora nacional. Os tipos de 6leos analisados (soja e girassol) dependeram
da matéria-prima em laborago na altura da colheita das amostras.

O azeite refinado foi origindrio de uma empresa com sede no pais vizinho, pois ndo
se produz azeite com aquelas caracteristicas (refinado) para comercializagdo em
Portugal. Nesta matriz, foram analisadas amostras correspondentes as varias etapas
envolvidas no processo de refinagdo: azeite lampante, neutralizado, branqueado e
desodorizado.

Todas as amostras dos 6leos em refinagio estavam contidas em embalagens
adequadas (garrafas de vidro ou plastico) perfeitamente seladas e acondicionadas. O
transporte deste material foi feito ao abrigo da luz.

Uma vez no laboratério, todas as amostras foram armazenadas a temperatura
ambiente num local ao abrigo da luz até a0 momento da analise, de forma a minimizar a
ocorréncia de fotodegradagdo dos compostos em estudo.

Ap6s homogeneizagio, as amostras foram filtradas por filtro de papel e

desumedecidas com sulfato de sédio anidro, de acordo com a EN/ISO 661 (1995).
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Durante a preparagio das amostras foram tomadas as medidas entendidas como
necessarias para reduzir o risco de contaminagdes indesejdveis com possivel influéncia
na detecg¢do final.

Cada uma das amostras dos diversos 6leos vegetais sujeitos a andlise foi extraida
duas vezes, sendo posteriormente cada um dos extractos injectado em duplicado. Desta
forma, os resultados apresentados correspondem & média de quatro injecgdes, duas de

cada extracto.
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3. REAGENTES

Na execugio deste trabalho foram utilizados os seguintes reagentes: metanol, Fluka®,
n-hexano, acetonitrilo, diclorometano, tetrahidrofurano, tolueno e sulfato de sddio
anidro, todos Merck®, acetona, Aldrich® e azoto industrial, Air Liquide®.

Todos os solventes organicos utilizados neste trabalho tinham grau de pureza para
HPLC (Lichrosolv) ou superior, excepto o n-hexano utilizado na lavagem do material
de vidro.

A 4gua utilizada na preparagdo dos eluentes para a andlise cromatografica era

desionizada e bidestilada (Seraldest LFM 20 da Seral) e posteriormente filtrada.
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4. SOLUCOES PADRAO

No estudo que se apresenta empregaram-se duas solugdes padrdo certificadas dos 16
PAHs classificados como poluentes prioritirios pela EPA. A ITERG facultou uma
delas, no Ambito do estudo interlaboratorial, que apresentava concentragdes individuais
de PAHs de 100,0 pg/mL. A outra foi adquirida & Ultra Scientific (referéncia PM-831
A), e apresentava as seguintes concentragdes dos analitos: acenafteno 1002,4 pg/mL,
acenaftileno 501,2 pg/mL, antraceno 20,0 pg/mL, benz[a]antraceno 50,2 pg/mL,
benzo[b]fluoranteno 20,0 pg/mL, criseno 50,2 pg/mL, benzo[b]fluoranteno 20,0
pg/mL,  benzo[gh,i]perileno 80,2 pg/mL, benzo[a]pireno 50,2 pg/mL,
dibenz[a,h]antraceno 200,4 pg/mL, fluoranteno 50,2 pg/mL, fluoreno 100,2 pg/mL,
indeno[1,2,3-cd]pireno 50,2 pg/mL, naftaleno 502,1 pg/mL, fenantreno 40,2 pg/mL e
pireno 100,0 pg/mL.

As solugdes padrio certificadas foram conservadas a - 20°C, acondicionadas nas
respectivas embalagens originais, de forma a evitarem-se eventuais volatilizagio e
fotodegradagio dos PAHs. Estas solugdes permaneciam a temperatura ambiente pelo
menos 1 hora antes de se proceder a preparagio de solugdes com diferentes
concentragdes, quer de referéncia (200 pg/L) quer de trabalho (50 pg/L).

Na preparagdo da solugdo padrio de referéncia, adicionavam-se 100 pL da solugio
padrio certificada facultada pela ITERG (100 pg/mL) a um baldo volumétrico de 25 ml
de capacidade, perfazendo-se o volume total com acetonitrilo. A partir desta era
elaborada a solucéo de trabalho (50 pg/L) por diluigdo com tetrahidrofurano/metanol
(50:50, v/v). A solugdo de trabalho foi utilizada para a obtengfio dos espectros de
emissdo e excitagdo em fluorescéncia, para a determinagdo dos tempos de retengio ¢
estudo da reprodutibilidade, bem como para servir de referéncia para a quantificagdo
dos PAHs e calculo dos seus coeficientes de extracgdo, apds injecgdo em HPLC e

deteccdo fluorimétrica.
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5. MATERIAL

Para a realizacdo deste trabalho de investigagdo utilizou-se, entre outro, o seguinte

material:
. tubos de ensaio de vidro com rolha esmirilada e capacidade de 15 mL
L) copos e matrazes de diferentes tamanhos

. baldes volumétricos de 25 mL

. funis de vidro

. proveta de vidro de 1L

] frascos de vidro de 200 mL, S00 mL e 1L

o papel de filtro

= Vials de 2 mL da Supleco®

" Inserts de 0,25 mL da Supelco®

. Solid cap com PTFE Liner 12mm da Supelco®

Todo o material de vidro utilizado nas diversas etapas foi sujeito a um procedimento
de limpeza que englobava uma lavagem prévia com agua e detergente Teepol® ¢ nova
lavagem com dlcool etilico, acetona e n-hexano (2 vezes), sendo posteriormente seco

em estufa a 90°C.
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6. EQUIPAMENTO

Para o doseamento dos PAHs foi utilizado um cromatégrafo liquido de alta
resolugio, marca Jasco, equipado com uma bomba perfusora modelo PU-1580, uma
unidade quaterndria de gradiente LG-1580-04, um desgaseificador LG-1580-54 ¢ um
injector automatico Jasco modelo AS-950, com loop de 20 pL.

Foi utilizada, numa primeira fase da investigagdo ¢ sem sucesso, uma coluna
cromatografica TosoHaas® TSK-gel ODS-80TM (5 pm, 25 cm x 4,6 mm) para a
separagdo dos analitos, sendo posteriormente substituida por uma coluna Supelcosil™
LC-PAH (5 um, 25 cm x 4,6 mm) C18 fase reversa da Supelco®, que foi termostatada a
20,0 °C.

Os sistemas de detecgfo usados foram um detector de diodos Jasco modelo MD-910
e um detector de fluorescéncia Jasco FP-920, ligados em série.

A recolha e tratamento dos dados foi efectudado pelo programa informatico Borwin
PDA Controller Software (JMBS, France), versdo 1.50.

As amostras foram sujeitas a agitagdo num aparelho de ultra-sons Bandelin®, modelo
Sonorex RK 100H.

A centrifuga usada era da Heraeus Sepatech Labofuge Ae.

A secagem do material de vidro foi efectuada em estufa WTC binder, a 90° C.

Usaram-se pipetas automaticas marca Gilson® e respectivas pontas descartaveis.

A eliminagio dos solventes foi efectuada num evaporador Pierce® com unidade de
evaporagio Reacti-Vap™ modelo 18 780 e modulo de aquecimento Reacti-Therm™
modelo 18 790, a 35°C.

Todas as determinag¢des de massa foram realizadas numa balanga analitica Mettler®
modelo Toledo AG204.

As amostras eram agitadas e homogeneizadas num Vortex da Heidolph ®

Os cartuchos de extracgio utilizados foram Sep-Pak® vac 12cc (2g) Cl18 ¢ Sep~Pak®

vac 6¢c (500 mg) Florisil ambos da Waters®. Foi utilizado um extractor em fase sélida

Visiprep™ da Supelco®, com sistema de vécuo.
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7. METODOLOGIA ANALITICA

A escolha do processo analitico utlizado neste trabalho de investigagdo justifica-se
pela sua adequagdo 4 anélise de PAHs nesta matriz alimentar, conforme demonstrado
em capitulos anteriores, corroborada pelo facto de ser o método de determinagdo de
PAHs em 6leos e gorduras animais e vegetias em fase de normalizagdo (ISO/WD 15753
: 2001). Ademais, a utilizagfo deste procedimento era uma condigdo sine qua non para
participar no estudo interlaboratorial.

Em resumo, o principio do método (ISO/WD 15753 : 2001) consiste na extracgdo
dos PAHs com uma mistura de acetonitrilo/acetona 60:40 (v/v) seguida por purificagdo
em cartuchos com fases C18 e Florisil ligadas. A determinagdo do teor dos PAHs
individuais, apés separagio por HPLC, fez-se pela medigdo da fluorescéncia a varios
comprimentos de onda de excitagdo ¢ emissdo. As quantidades vestigiarias em que os
PAHs estdo presentes nos ¢leos vegetais exigem a inclusdo no protocolo analitico de
fases prévias de extracgdo e concentragio de analitos e a utilizagdo de métodos de

detecg¢do muito sensiveis.
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7.1 EXTRACCAO

No presente trabalho empregaram-se extracgdes liquido-liquido ¢ em fase solida com
fases ligadas, em sistema off-line, utilizando para tal dois tipos de cartuchos: Sep-pak
C18 e Florisil. O procedimento de extracgfo utilizado derivou da ISO/WD 15753 : 2001

e consistiu nos seguintes passos:

Extracgio liquido/liquido

e Pesar, ao centimiligrama, 2,5 g de amostra para um tubo de vidro

e Adicionar 10 mL de acetonitrilo/acetona 60:40 (v/v)

e Agitar em vortex o tubo 30 segundos (velocidade média)

e Colocar o tubo num banho ultrasénico durante 5 minutos

e Centrifugar 5 minutos a 4000 rpm

e Transferir cuidadosamente, com uma pipeta automatica, o sobrenadante para um
tubo de vidro previamente tarado

e Evaporar o solvente do tubo sob fluxo de azoto, a 35°C

e Repetir a extracgdo duas vezes, concentrando os extractos no mesmo tubo de

vidro sob fluxo de azoto (o residuo lipidico deve-se ser de 200 a 800 mg)

Purificaciio em cartuchos C18 (extraccio sélido/liquido)

e Acondicionar o cartucho colocado no Visiprep™ com 6 volumes de 4 mL de
metanol (24 mL) e depois 6 volumes de 4 mL de acetonitrilo (24 mL), deixando
os solventes fluirem a pressdo atmosférica

e Introduzir, com pipeta automatica, 2 mL de acetonitrilo/acetona 60:40 (v/v) no
tubo com o material lipidico residual

e Agitar em vortex durante 15 segundos

e Centrifugar 30 segundos a 4000 rpm

e Transferir a camada superior para o cartucho C18 recolhendo o eluido para um
novo tubo de vidro tarado

e Repetir a operagdo duas vezes

e FEluir 4 mL da mistura de acetonitrilo/acetona 60:40 (v/v) através do cartucho
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e Submeter os cartuchos a vicuo de forma a recolher a totalidade dos solventes

e Remover os solventes no evaporador (o residuo lipidico deve aproximar-se de
50 mg)

e Retomar o residuo com 1 mL de hexano, fechar hermeticamente e, se necessério,

guardar a -20°C para o dia seguinte

Purifica¢fio em cartuchos Florisil (extracg¢io solido/liquido)

e Deixar o extracto & temperatura ambiente, pelo menos uma hora, de acordo com
o ponto anterior

e Acondicionar o cartucho colocado no Visiprep™ com 5 volumes de 3 mL de
diclorometano (15mL) e depois com 4 volumes de 3 mL de hexano (12mL)

e Transferir o extracto para o cartucho

e Introduzir | mL de hexano/diclorometano 75:25 (v/v) no tubo de vidro que
contém o extracto

o Agitar 15 segundos em vortex e tranferir para o cartucho

e Repetir a operagdo de lavagem duas vezes

e Eluir 4 mL de hexano/diclorometano 75:25 (v/v) através do cartucho

e Submeter os cartuchos a vacuo de forma a recolher a totalidade dos solventes

e Remover os solventes no evaporador até cerca de 1 mL.

e Acrescentar 500 pL de tolueno

e Continuar a evaporar até cerca de 20 pL

e Retomar este residuo com tetrahidrofurano/metanol 50:50 (v/v) até perfazer 250

il

O residuo assim obtido foi transferido para inserts, colocado em frascos e guardado a
—20°C até ao momento da analise, em HPLC.

Na remocio do solvente teve-se o cuidado de ndo deixar secar completamente o
residuo, caso contrario, o acenafteno, o fluoreno e o fenantreno eram perdidos. Alias,
estes compostos, extremamente voléteis, ndo podem ser quantificados por este método;

apenas é possivel uma avaliagdo qualitativa da sua presenga em 6leos vegetais, dado

ocorrerem perdas por volatilizagio.
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A extraccdo inicial da amostra por solventes ¢ melhorada pela utilizagdo de ultra-
sons pois a intensa agitagdo molecular proporcionada por esta técnica permite um
contacto mais eficaz entre a amostra e o solvente, reduzindo também o tempo de

extracgdo necessario [164].
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7.2 SEPARACAO CROMATOGRAFICA
7.2.1 Condi¢des cromatograficas

Foram injectados 20 pL de extracto de cada uma das amostras no cromatdgrafo
Jasco. A coluna utilizada para a separagio dos analitos foi uma Supelcosil™ LC-PAH
(5 pm, 25 cm x 4,6 mm) C18 fase reversa da Supelco®, termostatada a 20,0 °C.

As fases méveis seleccionadas foram acetonitrilo ¢ acetonitrilo/agua (40:60) e apos

intenso estudo estabeleccu-se o gradiente e o fluxo apresentados no quadro seguinte:

Quadro III: Gradiente e fluxo utilizados na separagéo

cromatografica de PAHs em éleos vegetais

M

Tempo Acetonitrilo Acetonitrilo/agua Fluxo
(minuto) (%) (40:60) % (mL.min™)
0 0 100 15

3 0 100

30 100 0 1,5
30,1 1,4

45 100 0

46 0 100 1,4
46,1 1,8

50 0 100

M

Os PAHs foram detectados fluorimetricamente. As vantagens deste tipo de detecgdo
foram elencadas em capitulos anteriores, nomeadamente em relagio aos métodos de
detec¢do por absorgdo espectrofotométrica, destacando-se a excelente selectividade e
sensibilidade.

O quadro IV detalha o programa de comprimentos de onda de excitagéo e de emissdo
utilizado na determinagdo.

O acenaftileno ¢ o inico composto entre os 16 PAHs da EPA que ndo € fluorescente,
razdo pela qual ndo foi determinado neste trabalho ¢ no estudo da ITERG, embora

pudesse utilizar-se o detector de diodos para o efeito.

61




MATERIAL E METODOS

Quadro IV: Comprimentos de onda de excitagio (A cx) € emissdo (A emi) utilizados

ﬂ

A exc. Aemi.
Composto
(nm) (nm)
Naftaleno 275 326
Acenafteno 270 324
Fluoreno 270 324
Fenantreno 251 358
Antraceno 251 382
Fluoranteno 280 462
Pireno ‘ 270 385
Benz[a]antraceno 270 385
Criseno 270 385
Benzo[b]fluoranteno 256 446
Benzo[k]fluoranteno 292 410
Benzo[a]pireno 292 410
Dibenz[a,h]antraceno 295 416
Benzo[g,h,i]perileno 292 410
Indeno[1,2,3-cd]pireno 274 507

7.2.2 Optimizagio das condi¢des cromatogrificas

A primeira coluna cromatografica testada - TosoHaas TSK-gel ODS-80TM (5 um,
25 ¢m x 4,6 mm), ndo permitiu separagdes satisfatorias (resolugdo) de alguns
compostos, nomeadamente entre o benz[aJantraceno e o criseno, entre 0
benzo[b]fluoranteno ¢ o benzo[k]fluoranteno e o benzo[g,h,i]perileno e o indeno[1,2,3-
cd]pireno. Este obsticulo era ainda mais grave pelo facto de ser necessario alterar os
comprimentos de onda de excitagio ¢ de emissdo entre estes dois wltimos pares de
compostos, pois ndo havia uma solugdo de compromisso satisfatoria (par de
comprimentos de onda partilhado). Para obviar este problema, testaram-se diversos
gradientes com o objectivo de aumentar as diferengas entre os tempos de retengdo, mas
as melhorias observadas nio foram consideradas satisfatorias. Além disso, o tempo total

de separagio de todos os compostos nestas condigdes era considerado elevado (65
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minutos), sendo a eluigdo dos primeiros compostos muito tardia. Procedeu-se, entdo, a
substituicio, com sucesso, desta coluna por uma especificamente indicada para a analise
destes compostos: a LC-PAHs da Supelco®. Trata-se de uma coluna polimérica, como
tal mais vantajosa na separagio de alguns PAHs, como descrito na parte tedrica desta
dissertagdo.

O gradiente das fases méveis utilizado (vide supra) foi diferente do alvitrado no
projecto de norma que serviu de suporte, pois este ndo permitia uma resolugdo eficiente
dos hidrocarbonetos em estudo.

Aquando das primeiras injecgdes das amostras surgiu um problema decorrente da
existéncia de substincias interferentes com o mesmo tempo de retengdo e emitindo nos
mesmos comprimentos de onda de alguns dos analitos, inviabilizando a determinagdo
precisa destes. Os PAHs mais afectados por esta interferéncia eram o acenafteno, o
fluoreno, o naftaleno e o fenantreno, principalmente os dois ultimos. Na tentativa de
detectar esses interferentes, e apos eliminagdo de alguns suspeitos, como o0s solventes
utilizados e contaminagdo pelos cartuchos, descobriu-se que os responsaveis pelo
aparecimento daqueles picos/compostos eram os tubos de plastico utilizados na
extracgdo liquido-liquido. A ocorréncia deste fendmeno provavelmente justificava-se
pelo contacto demorado destes materiais com a série de solventes orgénicos utilizada
nas diversas etapas da extracgdo. Neste sentido, e por forma a viabilizar a determinagdo
destes compostos, substituiu-se todo o material de plastico por equivalente de vidro, a
excepgdo, por ndo haver alternativa, das pontas das pipetas automaticas.

Foi necesséario termostatizar a coluna devido 4 influéncia que a temperatura tinha nos
tempos de retengdio dos compostos, particularmente nos ultimos compostos a eluir, o
benzo[g,h,i]perileno e o indeno[1,2,3-cd]pireno. Com temperaturas mais clevadas
(ambiente ou superior) estes compostos elufam muito préximos, ndo havendo tempo
para a imprescindivel alteragdo dos comprimentos de onda de excitagdo ¢ emissdo.
Desta forma, e no sentido de tornar reprodutiveis os tempos de retengéo e obter uma boa
separacdio dos compostos, decidiu-se controlar a temperatura de determinagdo para
20,0°C.

Apesar do projecto de norma (ISO/WD 15753 : 2001) sugerir pares de comprimento
de onda de excitagio e de emissdo, bem como se encontrarem varios exemplos descritos
na literatura, decidiu-se pesquisar quais os mais adequados ao equipamento utilizado,

para optimizar a andlise quantitativa nas condigdes operacionais. Segundo alguns
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autores [165] a utilizagdo de valores indicados na literatura ou obtidos noutros
espectrofluorimetros pode acarretar uma perda substancial de sensibilidade.

Em fluorimetria, a procura do melhor comprimento de onda para a excitagdo da
espécie molecular em estudo e do comprimento de onda de méaxima emissdo ¢ feita com
base no registo prévio dos espectros de absor¢do (espectro de excitagdo) e de emissdo
(espectro de fluorescéncia). Assim, procedeu-se ao estudo dos comprimentos de onda de
excitacdo e de emissdo, ou seja, & obtengdo dos espectros de absorgdo e fluorescéncia de
cada composto da seguinte forma:

- fixou-se o comprimento de onda de excitagio e fez-se o varrimento dos
comprimentos de onda de emissdo na zona do ultravioleta/visivel, obtendo-se um
espectro caracteristico do composto;

- uma vez determinado o comprimento de onda de emissdo maxima, fixou-se o
detector nesse valor e determinou-se o espectro de excitagdo peculiar da espécie
molecular pelo varrimento de comprimentos de onda menores que os de emissao.

A partir dos espectros de excitagdo ¢ de emissdo obtidos experimentalmente foram
encontrados os comprimentos de onda de absorgdo e emissdo méximas para o0s
diferentes compostos, sendo comparados com os descritos na ISO/WD 15753 : 2001.

A selecgio final dos comprimentos de onda de excitagdo e emissdo (Quadro IV) foi
estabelecida conciliando os valores referidos na norma e os obtidos experimentalmente,
por forma a manter ao maximo as condigdes do teste interlaboratorial mas nunca com

prejuizo da maxima sensibilidade.
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7.3 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO

Os 15 PAHs em estudo foram identificados por comparagdo cromatografica com
padrdes externos e com base nos seus tempos de retengdo. A injecgdo das duas solugdes
padro destes compostos permitiu conhecer a sequéncia de eluigdo dos mesmos, a qual
¢, do primeiro para o ultimo, naftaleno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno,
fluoranteno, pireno, benz[a]antraceno, criseno, benzo[b]fluoranteno,
benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno, dibenz[a,h]antraceno, benzo[g,h,i]perileno e
indeno[1,2,3-cd]pireno.

A quantificagio dos PAHs foi efectuada pelo método do padrdo externo, tendo-se
utilizado as areas dos picos correspondentes no cromatograma.

A figura seguinte apresenta um cromatograma representativo de uma solugio padrdo
(50 ug/L) de PAHs lida por fluorescéncia, sendo possivel verificar a boa resolugdo dos

15 compostos estudados.

Figura 3: Cromatograma de uma solugiio padrio de PAHs (50 pg/L)
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1- naftaleno 2- acenafteno 3- fluoreno 4- fenantreno 5- antraceno
6- fluoranteno 7- pireno 8- benz[a]antraceno 9- criseno 10- benzo[b]fluoranteno
11- benzo[k]fluoranteno 12- benzo[a]pireno 13- dibenzo[a,h]antraceno

14- benzo[g,h,i]perileno 15- indeno[1,2,3-cd]pireno
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7.4 VALIDACAO DO METODO

Na medida em que se alteraram algumas das condigdes descritas no projecto de
norma ISO/WD 15753 : 2001, principalmente a nivel cromatografico, determinaram-se
alguns dos pardmetros habitualmente utilizados na validagdo de metodologias analiticas,
nomeadamente curvas de calibragdo, linearidade, precisio, reprodutibilidade,

rendimento de extracgdo e limites de detecgdo e quantificagdo.
7.4.1 Curva de calibracio

As curvas de calibragio (Figuras 4a a 4p) foram obtidas pela injecgfio em triplicado
de solugdes padrio dos 15 PAHs, abrangendo uma larga gama de concentragdes (200,

100, 50, 20, 10, 5,2 ¢ 1 pug/L).

Figura 4a: Curva de calibraciio do naftaleno
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Figura 4b: Curva de calibragio do acenafteno
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Figura 4c: Curva de calibra¢io do fluoreno
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Figura 4d: Curva de calibra¢io do fenantreno
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Figura 4e: Curva de calibra¢io do antraceno
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Figura 4f: Curva de calibragio do fluoranteno
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Figura 4g: Curva de calibracio do pireno
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Figura 4h: Curva de calibragio do benz[a]antraceno

3000000 -
2500000 -
2000000 ﬁ
1500000 |
1000000 -

500000

drea pico cromatografico

0

y = 13185x + 1263,8
R? = 0,9995

0

T T T T 1

50 100 150 200 250

concentragdo (pg/L)

68



RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 4i: Curva de calibragio do criseno
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Figura 4j: Curva de calibrac¢io do benzo[b]fluoranteno
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Figura 41: Curva de calibrag¢io do benzo[k]fluoranteno
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Figura 4m: Curva de calibraciio do benzo[a]pireno
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Figura 4n: Curva de calibragio do dibenzo[a,h]antraceno
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Figura 4o0: Curva de calibragio do benzo[g,h,i]perileno
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Figura 4p: Curva de calibracio do indeno[1,2,3-cd]pireno
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7.4.2 Linearidade

O estudo da linearidade de resposta consistiu na injec¢do da solugdo padrio de PAHs
em concentragdes progressivamente superiores até cobrir o espectro de concentragoes
habitualmente detectados neste tipo de amostras. Foi observada uma correlagdo linear,
para todos os compostos analisados, até & concentragio méxima testada (500 pg/L),
suficiente para abranger toda a gama de concentragdes detectadas no estudo em

apreciagao.

7.4.3 Precisio

O estudo da repetibilidade da técnica analitica cromatografica foi efectuado com base
em 10 ensaios efectuados em diferentes dias (3) com solugdes padrio das misturas de
PAHs com uma concentragio de 50 xg/kg. A média, o desvio padrio e o coeficiente de
varidncia dos resultados obtidos para cada um dos compostos encontram-se descritos no
Quadro V.

A analise dos coeficientes de variacdo (CV), compreendidos entre 1,09 e 4,23%,
permite concluir que o método cromatografico aplicado apresenta uma precisdo dentro

do preconizado para este tipo de metodologias.
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Quadro V: Repetibilidade do método analitico

Composto Area Desvio padrio CV (%)
Naftaleno 131819 3535 2,68
Acenafteno 257440 8178 3,18
Fluoreno 878247 15432 1,76
Fenantreno 595284 12463 2,09
Antraceno 2238358 41357 1,85
Fluoranteno 309849 6071 1,96
Pireno 955655 18249 1,91
Benz[a]antraceno 1026184 11197 1,09
Criseno G937919 13187 1,38
Benzo[b]fluoranteno 631375 20825 3,30
Benzo[k]fluoranteno 2536387 73122 2,88
Benzo[a]pireno 1114613 47147 4,23
Dibenz[a,h]antraceno 688519 25925 &1
Benzo[g,h,i]perileno 309906 4220 1,36
Indeno[1,2,3-cd]pireno 109195 4415 4,04

7.4.4 Reprodutibilidade

O estudo da reprodutibilidade do método foi desenvolvido pela comparagio dos
resultados de trés extracgdes diferentes de Oleos de amendoim refinados sem e com
PAHs adicionados (Quadro VI); cada um dos extractos foi injectado em duplicado.
Estes ensaios foram efectuados sobre o auspicio do ITERG, no ambito do
ISO/TC34/SC11, pelo que foi possivel comparar a reprodutibilidade obtida neste
trabalho com a alcangada por outros laboratdrios participantes (Quadro VII).

Os valores relativos ao naftaleno, acenafteno e fluoreno apresentados nos quadros

sdo meramente indicativos, na medida em que o método analitico utilizado ndo é

quantitativo para estes compostos volateis, como ja foi referido.
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Quadro VI: Reprodutibilidade do 6leo de amendoim refinado
sem (a) e com (b) adicio de PAHs (+ 4,77 ug/kg)

- _________]
Concentracio (a) CV  Concentragio (b) CV

Composto

(ug/kg) (Vo) (ug/kg) (o)

Naftaleno 21,45 35,3 22,84 15,5
Acenafteno 0,00 B 1,50 18,3
Fluoreno 0,73 19,9 3,53 3,3
Fenantreno 2,18 18,1 5.07 20,3
Antraceno 0,22 23,2 331 7,0
Fluoranteno 0,44 4,7 3.22 12,9
Pireno 0,74 36,3 a1 9.2
Benz[a]antraceno 0,20 25,0 3035 13,0
Criseno 0,23 20,3 2,99 13,7
Benzo[b]fluoranteno 0,09 40,6 227 6,5
Benzo[k]fluoranteno 0,08 13,9 2,88 7,6
Benzo[a]pireno 0,10 22,3 3,03 10,9
Dibenz[a,h]antraceno 0,01 38,6 2,81 10,0
Benzo[g,h,i]perileno 0,23 50,1 1.70 9.3

Pode-se constatar, em primeiro lugar, que a reprodutilidade alcangada ndo €, de todo,
exemplar, fundamentalmente no que respeita ao 6leo de amendoim ndo adicionado de
PAHs.

Salienta-se a diferenga marcada entre os coeficientes de varidncia dos ensaios com o
6leo de amendoim sem (4,7 a 50,1%) e com adigdo de PAHs (6,5 a 20,3%). A excepgio
do fenantreno e do fluoranteno, a reprodutibilidade é muito superior nos 6leos com teor
artificialmente aumentado de PAHs. Uma explicagdo plausivel para esta discrepancia
assenta nas muito baixas concentragdes de PAHs observadas para o 6leo de amendoim
ndo adicionado, que se aproximam mais dos limites de quantificagdo da técnica.

No entanto, os resultados obtidos neste estudo, quando equiparados com os
alcangados por diferentes participantes do ISO/TC34/SC11 (Quadro VII), podem ser
considerados satisfatorios. De facto, apenas para o benzo[b]fluoranteno, no déleo sem

adi¢do, e para o benz[a]antraceno e criseno, no 6leo adicionado de PAHs, se obtiveram
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resultados menos reprodutiveis que a média dos outros laboratérios. Inclusivamente,
obtiveram-se as melhores reprodutibilidades para o fluoranteno, no 6leo sem adigdo, e
para o fluoreno, no dleo com adi¢io. Note-se que os valores do estudo interlaboratorial
apresentados correspondem a média dos coeficientes de varidncia de cada laboratorio e
ndo ao coeficiente de variancia do conjunto de resultados de todos os participantes. Ou
seja, estdo em comparagdo os valores de reprodutibilidade obtidos neste estudo com a
média das reprodutibilidades alcangadas pelos outros laboratérios e ndo com a

reprodutibilidade média do estudo interlaboratorial.

Quadro VII: Comparacio das reprodutibilidades deste trabalho (a) com as do

ISO/TC34/SC11 (b) do 6leo de amendoim refinado sem e com adi¢do de PAHs

e T T s, P e e S L R S e T e e e e I SR S S SIS RS |

Oleo sem adigiio de PAHs Oleo com adiciio de PAHs
Composto E¥ () £ G
(a) 1SO/TC34/SC11 (b) (a) ISO/TC34/SC11 (b)
Média Média Max. Min. | Média | Média Max.  Min.

Naftaleno 353 70,2 165,6 89 15,5 62,8 200,0 6,5
Acenafteno - 74,8 200,0 17,9 18,3 52,1 149,1 4,1
Fluoreno 19,9 49,9 115,5 5,1 3,3 37,3 85,4 4,1
Fenantreno 18,1 33,2 69,9 3,9 20,3 21.4 54,8 2,8
Antraceno 23,2 48,2 125,4 8,7 7,0 20,7 53,9 2,4
Fluoranteno 4.7 58,9 200,0 5,0 12,9 10,2 254 33
Pireno 36,3 50,1 173,2 4.8 9,2 27,9 2772 %2
Benz[a]antraceno 25,0 68,3 173,2 9,8 13,0 9,7 253 3,1
Criseno 20,3 27,1 92,2 3,0 13,7 10,5 31 2,1
Benzo[b]fluoranteno 40,6 31,7 137,6 0,0 6,5 14,7 66,8 2.2
Benzo[k]fluoranteno 13,9 54,9 200,0 0,0 7,6 13,7 66,7 2,0
Benzo[a]pireno 223 40,0 1428 0,0 10,9 17,0 66,9 27
Dibenz[a,h]antraceno 38,6 101,6 127,7 25,0 10,0 15,5 67,1 3,1
Benzo[g,h,i]perileno 50,1 74,7 200,0 5,1 9,3 18,1 66,7 4,0
Indeno[1,2,3-cd]pireno* - 200,0 200,0  200,0 14,8 15,4 36,9 3,6

* apenas um laboratdrio o detectou

Analisando os dados do ISO/TC34/SC11, pode-se constatar a grande dispersdo de
| valores no que concerne ao 6leo ndo adicionado de PAHs. Isto pode dever-se as muito

baixas concentra¢des de PAHs neste oleo, perto ou abaixo dos limites de detecgfio
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apontados na ISO/WD 15753 : 2001 e, eventualmente, 4 inexperiéncia com o método.
Por outro lado, os resultados do 6leo de amendoim adicionado de PAHs sio mais
homogéneos.

Em jeito de conclusdo, pode-se realgar que os niveis de reprodutibilidade obtidos
com base na ISO/WD 15753 : 2001 nfo sdo optimos, facto para o qual contribuem a
pouca experiéncia de aplicagdo do método, a “severidade” do processo extractivo, o uso
sistematico de evaporagdes ao longo do procedimento - como ja argumentaram van
Stijn e colaboradores [134], e os niveis extremamente baixos em que os PAHs se
encontram nos 6leos vegetais refinados, que ainda por cima se dissolvem nos mesmos

solventes que os analitos, obstando a extracgio.
7.4.5 Recuperacio

De forma a verificar a capacidade extractiva do método, executaram-se estudos de
recuperagdo (rendimento de extrac¢fio) sem matriz - com uma solugdo padrdo - € com
um 6leo de amendoim refinado contaminado com uma quantidade conhecida (4,77
ng/kg) de cada PAH, no ambito do estudo interlaboratorial. O teste na auséncia de
matriz foi levado a cabo diluindo 2,5uL da solugdo padrio a 50 pg/L em 2mL de
acetonitrilo/acetona 60:40 (v/v), transferindo esta mistura para um cartucho CI& e
cumprindo o procedimento analitico subsequente. O 6leo de amendoim foi sujeito ao
processo de andlise completo descrito anteriormente. Cada um destes ensaios foi
realizado em triplicado. A partir das quantidades determinadas de cada composto e do
seu teor original, calcularam-se as respectivas percentagens de recuperagio.

Os resultados obtidos em ambos os ensaios, sem e com matriz, encontram-se
descritos nos quadros VIII e IX, respectivamente. Para efeitos comparativos os quadros
apresentam também a média das recuperagdes e dos respectivos coeficientes de
variancia dos resultados dos 21 laboratdrios participantes no estudo interlaboratorial

[SO/TC34/5C11.
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Quadro VIII: Recuperagdes sem matriz, obtidas no trabalho que se descreve (a)

e no ISO/TC34/SC11 (b)

Recuperacio oV Recuperagdo (b) Meédia

Composto (a) %) ISO/TC34/SC11 Cv

(Y0) (%) (o)

Naftaleno 80 70,1 37 82,7
Acenafteno 46 28,6 34 55.5
Fluoreno 67 10,6 46 60,0
Fenantreno 82 202 68 36,8
Antraceno 82 2,9 57 273
Fluoranteno 76 6,2 84 14,9
Pireno 78 5,9 82 17,5
Benz[a]antraceno 84 1.5 92 8,3
Criseno 83 8,2 92 9,2
Benzo[b]fluoranteno 85 5,0 g2 o
Benzo[k]fluoranteno 87 9.3 g2 6,5
Benzo[a]pireno 107 15,1 V2 18,7
Dibenz[a,h]antraceno 88 10,7 86 10,9
Benzo|g,h,i]perileno 103 18,6 ¥ 13,5
Indeno[1,2,3-cd]pireno 76 11,1 82 10,6

e e e

Excluindo os valores do naftaleno, acenafteno e fluoreno que sdo meramente
indicativos, pode-se constatar pela leitura do Quadro VIII que as recuperagdes obtidas
(76 a 107%) sdo satisfatorias, tendo em conta a “complexidade” do processo extractivo.
De facto, extrair o mais selectivamente possivel quantidades vestigidrias destes
compostos lipossoluveis de um 6leo alimentar, que se dissolve nos mesmos solventes, €
uma tarefa analitica 4rdua. Para obter tais designios sdo necessdrias etapas de extracgdo
e purificagio muito complexas, de forma a isolar os analitos da matriz, remover as
interferéncias e melhorar a sensibilidade do método; todavia, estes procedimentos
também podem acarretar riscos e erros adicionais. Genericamente, os dados observados
aproximam-se muito dos encontrados, em termos médios, pelos outros laboratorios; as
principais diferengas prendem-se com o antraceno (82 Vs. 57%), o benzo[a]pireno (107

Vs. 72%) e o benzo[g,h,i]perileno (103 Vs. 77%).
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Quadro IX: Recuperacdes com matriz, obtidas no trabalho que se descreve (a)
e no ISO/TC34/SC11 (b)

Recuperacio Recuperagdo (b) Média
Composto (a) %) ISO/TC34/SC11 cv
(Vo) (Yo) (%o)
Naftaleno 42 173,2 3é 89,2
Acenafteno 1 18,3 37 41,7
Fluoreno 58 8,0 62 46,5
Fenantreno 61 38,5 13 472
Antraceno 65 6,0 67 25,8
Fluoranteno 58 14,4 79 15,4
Pireno 50 16,6 71 22,7
Benz[a]antraceno 60 14,0 5 13,4
Criseno 58 13,6 73 14,3
Benzo[b]fluoranteno 46 5,1 69 11,3
Benzo[k]fluoranteno 59 Tad 68 10,1
Benzo[a]pireno 62 11,1 63 14,1
Dibenz[a,h]antraceno 57 9.9 63 12.5
Benzo[g,h,i]perileno 31 6,3 48 15,3
Indeno([1,2,3-cd]pireno 29 14,9 56 17,6

P e e e e e e e e s LSS ]

Pode-se constatar, numa primeira analise, que ha uma diferenga significativa entre os
resultados obtidos na auséncia (76 a 107%) ou na presen¢a de matriz alimentar (29 a
65%). Da mesma forma, hd uma diferenga nos valores das recuperagdes obtidos no
estudo em avaliagio e no estudo interlaboratorial, particularmente para alguns
compostos  (fluoranteno, pireno, benzo[b]fluoranteno, benzo[g,h,i]perileno e
indeno[1,2,3-cd]pireno).

Entre outros, as diferengas encontradas podem ser explicadas muito provavelmente
pela natureza lipofilica da matriz alimentar, que dificulta a extrac¢do dos PAHs, e,
eventualmente, por uma menor eficicia da extracgdo liquido-liquido (este passo era
omisso no calculo das recuperagdes com solugBes padrdo). Neste ultimo passo
utilizaram-se tubos de vidro com capacidade inferior (20 mL) ao sugerido no projecto
de norma (100 mL), pelo que pode ter-se perdido alguma eficicia no procedimento pela

redugdo da superficie de contacto entre o Oleo e a mistura de solventes

(acetonitrilo/acetona 60:40).
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Menichini ef al. [113] defendem que rendimentos de extracgdo médios superiores a

50% sdo aceitaveis para andlises de avaliagio de risco de contaminantes ambientais.

7.4.6 Limites de detecciio e quantificagdo

Os limites de detecgfio e quantificagfio da técnica para cada PAH foram calculados
como sendo a concentragdo correspondente a trés e dez vezes, respectivamente, o desvio
padrio do ruido de fundo de um branco; os valores obtidos para cada um dos compostos

estdo indicados no quadro seguinte.

Quadro X — Limites de detec¢iio e quantifica¢io (ng/kg)

S ————

Limites de Limites de
Composto deteccdo quantifica¢iio
Naftaleno 84 278
Acenafteno 39 129
Fluoreno 13 44
Fenantreno 19 63
Antraceno 5 17
Fluoranteno 36 119
Pireno 10 34
Benz[a]antraceno 11 37
Criseno 11 37
Benzo[b]fluoranteno 17 57
Benzo[k]fluoranteno 4 14
Benzo[a]pireno 7 23
Dibenz[a,h]antraceno 15 50
Benzo[g,h,i]perileno 29 98
Indeno[1,2,3-cd]pireno 92 307
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7.5 COMENTARIOS AO METODO

A metodologia seleccionada para a execugdo analitica deste trabalho de investigagdo
teve como alicerces a ISO/WD 15753 : 2001. Este método revelou-se extremamente
moroso e de elevados custos - fundamentalmente pelos cartuchos de SPE. Utilizam-se
120 mL de 7 solventes diferentes em cada ensaio extractivo, a que se juntam ainda os
gastos de eluentes na separagdo cromatografica, pelo que se trata de um método pouco
“amigo do ambiente”, embora melhor que as classicas extracgdes liquido-liquido.

Os resultados obtidos no seio do ISO/TC34/SC11 permitem concluir que esta técnica
deve ser alvo de algumas melhorias, principalmente a nivel das recuperagdes alcangadas
na presenga de uma matriz alimentar. As relativamente baixas recuperagdes obtidas na
presenga do dleo vegetal podem dever-se principalmente a um mau procedimento nas
fases de extracgio liquido-liquido e de evaporagdo do solvente. As repetidas vezes que
um extracto € sujeito a evaporagdo dos solventes, ao longo do procedimento, concorrem
para perdas consideraveis dos PAHs mais voléteis, sendo que em alguns momentos
havia a necessidade de evaporar totalmente os solventes para se proceder a pesagem da
matéria lipidica restante. Assim, e para obviar estes problemas, dever-se-ia deixar
sempre uma margem de seguranga de solvente, bem como se poderia reduzir o nimero
de evaporagdes, pela evaporagio conjunta dos sobrenadantes numa sé vez apos cada
fase extractiva.

Por outro lado, o tltimo passo, que consiste em evaporar até 20 pL e perfazer com
230 pL tetrahidrofurano/metanol (50:50, v/v) a totalidade da solugdo a injectar, ¢ um
potencial gerador de erros pela imprecisdo com que se consegue desenrolar tal
operagdo. Para contornar este obsticulo, decidiu-se evaporar até aproximadamente 20
pL e completar o volume final (250 pL) com a quantidade necessiria de
tetrahidrofurano/metanol (50:50, v/v). Outra abordagem possivel seria evaporar até um
volume superior (p.e. 50-100 pL) e deixar secar espontaneamente a temperatura
ambiente.

Ao nivel da extracgio liquido-liquido poder-se-ia, visando uma adequada
homogeneizagfo entre a amostra ¢ os solventes, prolongar o tempo no Vortex ou no
banho ultra-sénico.

Contudo, o calcanhar de Aquiles deste método &, indiscutivelmente, a nio utilizagdo
de um padrdo interno. Este procedimento, apesar de néo ser uma resolugdo universal de

todos os problemas, contribuiria para evitar aqueles relacionados com a eficiéncia da
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extracciio liquido-liquido e com a diluigdo exacta dos extractos, como referido
anteriormente. Alids, a utilizagdo de padrdes internos €, como referido anteriormente,
relativamente frequente nos estudos de avaliagdo de PAHs para a monitorizagdo de
eventuais perdas de analitos durante a purificagio e, caso necessdrio, sua corre¢do. O
eventual inconveniente desta adigdo ¢ a dificuldade de definir a quantidade exacta de
padriio interno a adicionar, uma vez que as concentragdes de PAHs na amostra a
analisar sdo desconhecidas, mas principalmente a garantia de que o seu comportamento
quimico é semelhante aos compostos em estudo e que ¢ possivel obter a sua resolugdo
cromatografica completa no seio dos 15 PAHs.

Neste contexto, a escolha recairia sobre os PAHs fluoretados, pois tém perfis de
elui¢io muito similares aos congéneres e ndo ocorrem naturalmente no ambiente [117].

Obviamente, esta sugestdo carece de um estudo analitico profundo que a corrobore.
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8. AVALIACAO DO TEOR DE PAHs EM OLEOS VEGETAIS

Com o objectivo de contribuir para a avaliagdo da exposig¢do alimentar a PAHs da
populagdo portuguesa, bem como colmatar um vazio existente nesta matriz a nivel
nacional, avaliou-se o teor de PAHs em alguns (n = 21) éleos vegetais, de diversas
marcas comerciais, disponiveis em Portugal.

Apresentam-se e discutem-se os resultados desta andlise, que abrangeu os seguintes
tipos de Oleos vegetais: azeite, amendoim, girassol, soja, milho, alimentar, aveld e
sésamo.

Uma vez que ndo estd estabelecida nenhuma restri¢iio legislativa relativa a presenga
de PAHs nos Oleos vegetais, tanto a nivel nacional como comunitdrio, utilizaram-se
como referencial as recomendagbes da GSFS descritas na parte introdutdria.
Salvaguarda-se, contudo, que ndo foram determinados neste trabalho todos os
compostos previstos por aquela institui¢do, pelo que os valores que se apresentam
pecam por defeito. Neste contexto, o teor total maximo de PAHs recomendado pela
GSFS (25 pg/kg), engloba para além dos 7 compostos estudados (fenantreno, antraceno,
pireno, criseno, benz[a]antraceno,  benzo[a]pireno,  benzo[g,h,i]perileno e
dibenzo[a,h]antraceno), o benzo[e]pireno, o perileno, o antantreno € o coroneno. O
valor apresentado neste estudo para os PAHs de alto peso molecular — que de acordo
com a GSFS deve ser menor que 5 pg/kg - corresponde a soma das concentragdes do
benzo[a]pireno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, dibenzo[a,h]antraceno,
indeno[1,2,3-cd]pireno e benzo[g,h,i]perileno, estando no entanto privado do
contributo, preconizado pela GSFS, do benzo[e]pireno, benzo[a]fluoranteno,
benzo[j]fluoranteno e dibenzo[a,c]antraceno.

Entre os obstdculos que se colocam & plena discussdo dos resultados dos diversos
trabalhos cientificos, destacam-se as diferengas ao nivel das metodologias analiticas
empregues, do numero e tipo de compostos estudados, da expressdo dos resultados, da
auséncia de informacgo sobre os procedimentos tecnologicos que as amostras foram
alvo, etc. Como tal, e sempre que possivel, referem-se as informagdes descritas nos
diversos estudos e consideradas tteis para uma discussfo mais organizada.

Os resultados obtidos, aplicando a técnica validada e descrita anteriormente,
encontram-se compilados nos quadros seguintes, sob a forma de média, desvio-padrdo e
coeficiente de variagio. Os valores apresentados ndo tém em consideragdo as diferentes

recuperagdes obtidas.
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8.1 Azeite

Foram analisados, no ambito deste trabalho, dois exemplares de azeite virgem, que

apresentaram uma concentragio total de PAHs de 26,35 ¢ 18,02 pg/kg (Quadro XI).

Quadro XI: Teor de PAHs (pg/kg) em azeites virgens

Azeite Amostra 1 Amostra 2
PAH Médiat d.p. CV (%) Média £ d.p. CV (%)
Naftaleno 3,69+0,16 4.4 6,12+0,21 3,5
Acenafteno 2,28 +0,02 0,7 0,86 + 0,01 1,0
Fluoreno 1,95+0,10 5,0 1,32# 0,03 e
Fenantreno 9,43 +£ 0,05 0,5 4,72 + 0,37 7,8
Antraceno 0,40+ 0,02 49 0,18 + 0,02 124
Fluoranteno 2,91+ 0,05 1,6 1,40 + 0,09 6,7
Pireno 2,74+0,13 52 1,52 £ 0,06 3,7
Benz[a]antraceno 0,92 +0,01 15 0,48 £0,06 12,0
Criseno 0,59+ 0,02 3,8 0,07 +£0,01 16,8
Benzo[b]fluoranteno 0,38 £ 0,04 9,2 0,33+ 0,01 3,6
Benzo[k]fluoranteno 0,11£0,01 5,9 0,07 £ 0,01 10,3
Benzo[a]pireno 0,28 £ 0,00 1,6 0,07 £ 0,02 22,8
Dibenz[a,h]antraceno 0,07 £0,00 6,2 0,08 + 0,02 21,7
Benzo[g,h,i]perileno 0,37 £ 0,01 2,9 0,35+0,11 29,8
Indeno[1,2,3-cd]pireno 0,51 +0,03 5.3 0,43 £0,07 16,3
Total 26,35 18,02

e S e e e R SRR W

Os valores determinados podem ser considerados relativamente baixos, por
comparagdo com os obtidos por outros autores para este género alimenticio. Sfo, no
entanto, superiores - como esperado, alids - aos encontrados para a grande maioria dos
outros 6leos vegetais estudados ao longo deste trabalho; apenas os dleos de aveld e
sésamo e um oOleo alimentar apresentaram teores mais elevados. De facto, € uma vez
que se tratam de azeites virgens, estes 6leos ndo foram submetidos a refinagdo quimica
que, como referenciado anteriormente, esta implicada segundo diversos autores

[12,26,85,88,89] na diminuigdo da concentragdo de PAHs. Alids, o efeito das diversas
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etapas do processo de refinagfio na redugdo da contaminagdo com PAHs nesta matriz
(azeite) ¢ explorado adiante (capitulo 10).

Os valores de PAHs totais detectados nas amostras (26,35 e 18,02 pg/kg) encontram-
se dentro do intervalo de concentragdes (1-142,5 pug/kg) descrito por diversos autores
[64,83,87,96,134] para azeite, aproximando-se mais, contudo, do limite inferior do
mesmo.

Hopia et al. [83] encontraram um valor médio de PAHs de 16 pg/kg, que se
aproxima bastante dos nossos resultados, correspondente a 16 dos 40 PAHs que
pesquisaram em amostras de azeite. Por outro lado, Van Stijn et al. [134] ao estudaram
o teor de 16 PAHs em 10 azeites, observaram um largo espectro de teores de PAHs: de
23,2 a 142,5 ng/kg. Menichini et al. [96] analisaram o teor de 28 PAHs em 7 azeites
virgens e 6 azeites (mistura de refinado e virgem), que se encontravam entre 0S mais
consumidos em Itilia. O teor total médio dos 8 PAHs encontrados por estes
investigadores [96] foi de 70 pug/kg para azeite virgem e 32 ng/kg para azeite. Lodovici
et al. [64] encontraram, em amostras de azeite no mesmo pais (Itdlia), concentragdes
bastante diferentes, com valores de PAHs totais (9 compostos) de 1 pg/kg. Speer et al.
[87] também referem concentragdes elevadas de PAHs (18) em amostras de azeite
virgem (n=7), muito préximas, alids, as apontadas por Menichini er al. [96]. A
concentragio média observada foi de 78,2 pg/kg, oscilando entre 54,5 e 110,8 pg/kg. E
de realcar que, naquele estudo [87], apenas um 6leo de gérmen de trigo possuia teores
superiores destes compostos, com 124,2 ng/kg.

A juntar a todos estes trabalhos em azeites, ¢ de realgar que ja haviam sido
detectados PAHs em azeitonas italianas em niveis até 15 pg/kg [166].

Apesar de haver alguma diferenca entre os valores totais de PAHs nas duas amostras
de azeite estudadas (26,35 Vs. 18,02 pg/kg), ha uma similitude bastante acentuada no
perfil de PAHs que apresentam. Neste contexto, observa-se um dominio de PAHs de
baixo peso molecular (2-4 anéis), que representam aproximadamente 93% do total de
PAHs em ambos os exemplares, correspondendo o restante (~ 7%) a PAHs de alto peso
molecular (5 ou mais anéis). De forma semelhante, os PAHs de baixo peso molecular
compreendiam a quase totalidade dos teores de PAHs observados por Van Stijn ef al.
[134] (94-99% do total) e por Hopia et al. [83] (94%). Quantidades consideraveis de
PAHs de menor peso molecular também foram encontrados em azeites por Gertz e
Kogelheide [95]; estes compostos representavam 54,9 pg/kg, enquanto a soma dos

PAHs de maior peso molecular era apenas de 0,2 pg/kg.
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Nesta sintonia, as elevadas concentragdes observadas por Speer e colaboradores [87]
alicergavam-se na grande quantidade de PAHs de menor peso molecular (53-105,6
ug/kg) que os azeites continham; a contribuigdo relativa dos PAHs de alto peso
molecular era apenas de 5,8% do total (proxima dos 6,5% do estudo em avaliagdo).
Alias, os teores de PAHs de alto peso molecular das amostras de azeite eram
semelhantes aos dos outros 7 tipos de dleos analisados por Speer et al. [87]; a diferenga
residia ao nivel dos congéneres de menor peso molecular. Este cenario pode ser
explicado por diferengas no processamento tecnologico; os 6leos vegetais podem ser
sujeitos a tratamento pelo vapor (desodorizagdo) que, como vimos anteriormente,
diminui os teores de PAHs com menor nimero de anéis (logo, menor peso molecular),
enquanto o azeite ¢ apenas submetido a clarificagdo por decantagdo, centrifugagio e
filtragdo, sem influéncia directa neste dominio.

A amostra 1 apresentou os niveis mais elevados de acenafteno (2,28 pg/kg) e
fluoreno (1,95 pg/kg) de entre todos os dleos vegetais analisados no trabalho. Por seu
turno, a outra amostra (n.° 2) de azeite manifestou o teores mais reduzido de criseno
(0,07 pg/kg) e, juntamente com outros 6leos, o mais baixo de B[a]P (0,07 pg/kg).

Os PAHs predominantes foram o naftaleno (3,69 e 6,12 pg/kg), o fenantreno (9,43 ¢
4,72 pg/kg), o fluoranteno (2,91 e 1,40 pg/kg) e o pireno (2,74 e 1,52 ug/kg). A
excepgdo do naftaleno, que ndo foi avaliado em qualquer outro estudo relativo ao azeite,
estes compostos eram também os mais abundantes noutros trabalhos de investiga¢do
[83,87,96,134]. Ademais, com reserva do trabalho de Hopia e colaboradores [83], a
ordem de predominincia era igual: fenantreno, fluoranteno e pireno, por ordem
decrescente. Os niveis encontrados é que mostraram alguma variabilidade. Ou seja, o
teor pode ser diferente, mas o perfil parece semelhante.

Neste contexto, os valores encontrados num estudo liderado por Hopia [83] sdo
muito proximos das aqui referidas; o fenantreno foi o composto presente em maior
quantidade (4,7 pg/kg), seguido pelo pireno (2,1 pg/kg), enquanto o nivel de
fluoranteno foi um pouco mais baixo (0,40 pg/kg). Os teores de benzo[g,h,i]perileno
(0,58 ng/kg) e dibenzo[a,h]antraceno (0,04 pg/kg) sdo, também, bastantes idénticos aos
descritos.

No entanto, encontram-se descritos na literatura [87,96,134], valores mais elevados
para o fenantreno. Entre as 7 amostras de azeite avaliadas por Speer et al. [87], o valor

médio de fenantreno foi de 39,3 pg/kg, com um minimo e um maximo respectivamente
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de 31,3 e 62,2 pug/kg. O fenantreno foi também o composto que exibiu a concentragdo
mais alta (81 pg/kg) entre todos os PAHs estudados por Van Stijn et al. [134].

As concentragdes para cada um dos PAHs identificados por Menichini e
colaboradores [96] foram sempre superiores as obtidas, nunca ultrapassando, todavia, 0s
10 pg/kg. A excepedo foi o fenantreno, um dos PAHs mais abundantes no ar, com
concentragdes maximas de cerca de 40 pg/kg em ambos os tipos de azeite (virgem e
refinado) [96]. Este composto também era o mais abundante na amostra 1 e
secundarizava o naftaleno na amostra 2, apesar dos valores mais modestos: 9,43 e 4,72
ng/kg, respectivamente nas amostras 1 e 2.

No conjunto destes trabalhos, os PAHs que se encontraram em maiores quantidades
foram os de 3 e 4 anéis aromaticos. No trabalho que se apresenta, estes compostos
representavam 71 % do total, na primeira amostra, ¢ 54%, na amostra 2. Estes
compostos s3o, também, os mais abundantes no ambiente, particularmente na atmosfera
[96], 0 que pode fornecer algumas indicagdes quanto a origem dos PAHs nos alimentos
em questdo. Todavia, a classificagdo carcinogénica destes compostos ¢ de “evidéncia
inadequada” [7], & excepgdo do criseno (“evidéncia limitada™). Como tal, os potenciais
perigos toxicoldgicos parecem ser atenuados.

A excepc¢do foi o estudo de Lodovici et al. [64], em que o criseno € ©
benzo[b]fluoranteno eram 0s compostos maioritarios. Poder-se-ia especular que este
trabalho ao avaliar quase exclusivamente os PAHs de maior peso molecular (5 em 9
compostos), ndo representaria fielmente os de menor nimero de anéis. Todavia, as
baixas concentragdes de pireno e fluoranteno fazem supor que, mesmo na auséncia de
mais dados, se trata, de facto, de um azeite muito pouco contaminado, especialmente
por espécies de mais baixo peso molecular. Alids, a vestigial concentragdo evidenciada
por aquela amostra de azeite (1,0 pg/kg) ndo tem paralelo na literatura disponivel.

Aproximadamente 10% do total de PAHs evidenciado pelos exemplares de azeite
analisados, tratavam-se de compostos com reconhecida actividade carcinogénea e
mutagénea. A contribuigdo relativa destes PAHs especificos nestas amostras, estd de
acordo dos valores médios (c.a. 12 %) observados para os outros dleos vegetais
estudados no seio deste trabalho. Ao invés, no estudo de Lodovici et al. [64] a
contribuigio de PAHs carcinogéneos (c-PAHs) no total ¢ muito elevada (84%). Dois
factores podem contribuir para explicar esta situagdo: primeiro, ndo terem sido
pesquisados PAHs com 2 e 3 anéis geralmente presentes em quantidades consideréveis

noutros trabalhos, caso do aqui discutido; segundo, o facto de 6 dos 9 compostos
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analisados serem carcinogéneos, nomeadamente benz[a]antraceno, criseno,
benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno e dibenz[a,h]antraceno.
Todavia, em termos absolutos a quantidade de c-PAHs expressa (0,84 pg/kg) era
inferior as patenteadas por qualquer uma das nossas amostras (2,86 e 1,54 pg/kg).

As concentragdes de c-PAHs dos azeites virgens aqui em estudo assemelham-se
bastante as apresentadas noutros trabalhos: 2,84 pg/kg [83], 9,6 pg/kg [87] e 3,62 pug/kg
(1,1 e 9,9 pg/kg). Ao contrario, na investigagdo de Menichini et al. [96] ndo foram
detectados os PAHs mais suspeitos de serem carcinogéneos para os humanos,
classificados pelo IARC [7] como “provaveis” ou ‘“possiveis” carcinogéneos:
benz[a]antraceno,  benzo[b]fluoranteno,  benzo[k]fluoranteno, = benzo[a]pireno,
dibenz[a,h]antraceno e indeno[1,2,3-cd]pireno. E preciso ter em conta, no entanto, que o
limite de detecgdio do método analitico aplicado nesse trabalho [96] era elevado (3
ng/kg). Os autores preteriram um menor limite de detecgdo, que poderiam alcangar pelo
recurso a HPLC-FL por exemplo, por uma melhor resolugéo face ao elevado numero
(28) de compostos que analisaram. Repare-se que, no trabalho que se descreve todos
estes compostos cancerigenos foram detectados, mas sempre em quantidades inferiores
aquele limite de detecgdo.

O B[a]P é um dos PAHs com maior poténcia carcinogénea e, também por isso, sobre
o qual existe mais informagdo. Os niveis de B[a]P detectados em azeites sdo, de uma
forma geral, da ordem dos pg/kg [87,95,96], embora niveis tdo elevados como 60 pg/kg
tenham sido referenciados [98]. Estes elevados niveis encontrados por Corradetti ef al.
[98] correspondiam a amostras de azeite provenientes de oliveiras expostas a emissdes
industriais de condensado de piche.

Em consonéncia com os resultados da maioria dos estudos, os teores deste composto
nas amostras analisadas foram 0,28 e 0,07 pg/kg, ou seja inferiores ao 1 pg/kg proposto
como méximo aceitdavel. Assim, no trabalho de van Stijn ef al. [134] os teores deste
composto navegaram entre <0,1 e 0,4 pg/kg, enquanto Lodovici et al. [64] encontrou
0,1 pg/kg. O B[a]P inclusivamente ndo foi detectado nas amostras de azeite analisadas
por Hopia et al. [83] (<0,02pg/kg) e por Mennichini e al. [96] (<3 pg/kg).

Algumas amostras de azeite avaliadas noutros trabalhos [95,96] apresentaram um
patamar ligeriramente superior de contaminagdo, em que alguns exemplares
ultrapassavam 1 pg/kg; o intervalo de concentragdes enunciado por Speer ef al. [87] foi

de 0,2-1,2 pg/kg (média 0,7 pglkg), ao passo que Gertz e colaboradores [95]

encontraram teores entre 0,2 e 2,2 pg/kg.
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Um largo espectro de contaminagdo com B[a]P foi observado por Pupin e Toledo
[102] em azeite disponivel comercialmente no mercado brasileiro. Detectaram B[a]P em
quase todas as 40 amostras de azeite que avaliaram, até niveis maximos de 164 pg/kg
[102]. As marcadas diferengas encontradas entre as amostras podem ser atribuidas
principalmente a origem dos azeites e sua composigdo. Os niveis mais baixos foram
encontrados em ¢leos importados da Europa, desde niveis ndo detectaveis (limite de
detecgdio 0,5 pg/kg) a 1,2 pg/kg, com uma média de 0,6 pg/kg [102]. No entanto,
quando estes espécimes importados eram embalados no Brasil apresentavam teores
relativamente mais altos, de ndo detectado a 9,7 pg/kg, com uma média de 2,3 pg/kg
[102]. Esta situagdo pode dever-se a uma mistura dos azeites importados com éleos
vegetais previamente contaminados. De facto, quando os investigadores analisaram
misturas de azeite com 6leos de soja ou milho, os valores encontrados foram bastante
proximos, com uma média igual (2,3 pg/kg) e um intervalo muito préximo (2,2 a 9,2
ng/kg). As amostras com origem na Argentina foram as que apresentaram teores mais

elevados, atingindo um maximo de 164 pg/kg [102].

Os exemplares de azeite analisados neste estudo ndo transpuseram as recomendagdes
da GSFS relativas ao total de PAHs (13,94 ¢ 7,40 pg/kg) e a soma de PAHs de alto peso
molecular (1,73 e 1,34 pg/kg), & semelhanga do observado por Lodovici ef al. [64] e
Hopia [83].

Todas as amostras de azeites virgens avaliadas por Menichini e al. [96] e Van Stijn
et al. [134] - a4 excepgdo de uma neste Gltimo - ultrapassavam os 25 pg/kg de PAHs
totais preconizados pela GSFS, mas nenhuma o fazia para os PAHs de alto peso
molecular. Da mesma forma, os exemplares estudados por Speer ef al. [87]
transgrediram sempre o limite de 25 pg/kg “imposto” pela GSFS para PAHs totais. O
teor médio de PAHs de alto peso molecular (4,5 pg/kg) era inferior ao estipulado, no
entanto algumas amostras ultrapassavam o limite estabelecido de Sug/kg. A semelhanga
do estudo anterior [87], Moret ef al. [149] encontraram concentragdes totais de PAHs
ultrapassando 25 pg/kg para a maioria dos 51 azeites virgens analisados, mas apenas
uma amostra continha mais que 5 ng/kg para a soma dos PAHs de alto peso molecular e
mais que 1 pg/kg de B[a]P. Quatro dos 5 azeites refinados analisados, tinham um teor
de PAHs de alto peso molecular superior a 5 pg/kg.

Em jeito de conclusio, pode referir-se que os azeites estudados apresentam teores de

PAHs na margem inferior do intervalo de concentragdes observados em vérios trabalhos

87




RESULTADOS E DISCUSSAO

de investigagdo. O perfil de PAHs encontrado é muito similar ao descrito por outros
investigadores, nomeadamente pelo predominio de PAHs de menor peso molecular, em
que se destacam o fenantreno, o fluoranteno e o pireno. Os teores de B[a]P, e dos c-
PAHs em geral, das amostras de azeites analisadas sdo comparativamente baixos.
Apesar de se tratarem de Oleos ndo refinados, as recomendagdes da GSFS sdo

integralmente cumpridas nestas amostras de azeite.

8.2 Oleo de amendoim

Os resultados analiticos das 3 amostras de 6leo de amendoim estudadas encontram-se
compilados no quadro seguinte (Quadro XII). Pode constatar-se que os niveis de
contaminagio observados foram muito baixos, de 9,09 a 10,62 ng/kg.

E de realgar a proximidade de concentragio total de PAHs entre as 3 amostras
estudadas. Alids, um fenémeno idéntico foi encontrado, no d&mbito deste estudo, para os
6leos de soja (9,31 a 10,81 pg/kg) e girassol (8,78 a 9,72 pg/kg).

Nio havia a expectativa de encontrar tais semelhangas, na medida em que néio ha um
nivel nem perfil de contaminagfio caracteristico de qualquer espécie de semente
oleaginosa - alids, a sintese endégena de PAHs pelas plantas estd praticamente
desacreditada. Como referido anteriormente, a contaminagdo depende de factores
externos as caracteristicas bioldgicas das plantas, tais como a polui¢io atmosférica a
que estdo sujeitos, os tipos de secagem que sofrem, etc. Os habitualmente elevados
niveis de PAHs em 6leos de coco nfio se devem a peculiariedades de metabolismo, mas
antes ao procedimento de secagem normalmente utilizado nesta espécie que origina
grandes quantidades de PAHSs.

Sendo assim, qualquer proximidade entre os teores dos dleos das diversas marcas
comerciais era inesperada, dada a mais do que provavel diferente origem geogriéfica e
por conseguinte nivel de exposigdo a estes contaminantes.

Pode especular-se que a refinagdo seja, provavelmente, o factor de “reconciliagdo”
dos valores observados. OQu entdo, como sugerem Menichini e colaboradores [96], a

mistura de 6leos de diferentes origens geograficas pode ajudar a explicar a

homogeneidade dos niveis de contaminag@o de diferentes marcas comerciais.
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Quadro XII: Teor de PAHs (pg/kg) em 6leos de amendoim

. amendoim Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
PAH Média *+ d.p. CV (%) | Média £ d.p. CV (%) | Média + d.p. CV (%)
Naftaleno 3314133 40,2 5,12 +0,24 4,7 3,65 £0,51 13,8
Acenafteno 0,06 £0,01* 21,0 n.d. 0,16 +£0,02 10,1
Fluoreno 0,65+ 0,02 3.1 0,86 + 0,07 8,3 0,59 £ 0,04 6,7
Fenantreno 1,67 £0,16 9,4 2,08 +0,10 4,7 1,23 +£0,09 TS
Antraceno 0,11+ 0,00 4,5 0,13 +0,01 4,5 0,09 + 0,01 6,8
Fluoranteno 0,97 + 0,19 19,3 0,66 £ 0,02 1.3 0,68 + 0,05 6,8
Pireno 1,68 0,55 33,0 0,54 + 0,04 6,5 1,12+:024 21,7
Benz[a]antraceno 0,19+ 0,01 6,1 0,09 £0,01 13,1 | 0,16 +0,01 8,0
Criseno 0,28 + 0,01 2,2 0,16 £ 0,02 11,8 | 0,31+0,02 6,2
Benzo[b]fluoranteno | 0,17 £+ 0,01 4,3 0,16 £0,01 7,5 0,15+ 0,00 3.2
Benzo[k]fluoranteno 0,04 + 0,00 6,1 0,05 + 0,00 6,0 0,05 £+ 0,00 9,8
Benzo[a]pireno 0,11 +0,01 13,2 0,07 £ 0,00 7,2 0,09 £ 0,02 20,5
Dibenz[a,h]antraceno | 0,58 + 0,26 44.4 0,03 +0,00* 75 0,33 0,05 15,2
Benzo[g,h,i]perileno 0,52 +0,14 25,8 0,20 + 0,01 4,1 0,49 +0,13 26,5
Indeno[1,2,3-cd]pireno | 0,29 +0,06* 20,9 n.d. n.d.
Total 10,62 10,14 9,09

st S it o A I it el W s kel

n.d. — nfio detectado
* abaixo do limite de quantificagdo

Hi semelhanga da quase totalidade do universo de dleos vegetais estudados, o
naftaleno foi o PAH predominante nestes exemplares de o6leos de amendoim,
contribuindo inclusivamente com mais de metade da concentragdo na amostra 2;
destacam-se ainda as participagdes do fenantreno e do pireno.

Os PAHs de baixo peso molecular encontrados na amostra 2 representavam 95% do
teor total de PAHs, o mais elevado neste estudo. Dada a baixa contaminagdo desta
amostra ¢ a marginal contribuigio dos PAHs de maior peso molecular, nfo ¢ de
estranhar que os teores destes sejam praticamente despreziveis. Contrariamente, nos
exemplares 1 e 3 a contribuigio de PAHs de alto peso molecular (16,1 e 12,1% do total,
respectivamente) foi das mais elevadas identificadas neste estudo. Estes valores mais
elevados devem-se principalmente ao contributo do dibenzo[a,h]antraceno e do

benzo[g,h,i]perileno. Alids, a amostra 1 apresentou, entre todos os dleos, o nivel mais

elevado de dibenzo[a,h]antraceno (0,58 pg/kg). Por outro lado, continha, em conjunto
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com outros tipos de 6leo, o valor mais baixo de benzo[k]fluoranteno (0,04 pg/kg). Por
sua vez, a amostra 2 apresentou a concentragdo mais baixa de dibenzo[a,h]antraceno
(0,03 pg/kg) e, a semelhanga de um azeite, de B[a]P (0,07 pg/kg).

Pode especular-se que as pequenas discrepancias no teor de PAHs de alto peso
molecular entre a amostra 2 e os outros dois 6leos se devam a diferengas no
procedimento de refinagdo, nomeadamente a utilizagdo ou ndo de carvdo activado no
branqueamento ou a quantidades diferenciadas do mesmo, bem como, tdo simplesmente
estarem originalmente contaminadas de forma divergente de acordo com o tipo de
exposigdo que sofreram.

Os 6leos de amendoim aqui estudados podem, de acordo com as recomendagdes
alemas, serem classificados como pouco contaminados, pois quer o teor total (5,13, 3,29
e 3,82 pg/kg) quer o de PAHs de alto peso molecular (1,71, 0,51 ¢ 1,10 pg/kg) ficam
muito aquém dos méximos admissiveis, 25 e 5 pg/kg respectivamente. Analogamente,
os valores observados para o carcinogéneo B[a]P encontram-se muito abaixo de 1 pg/kg
(0,11, 0,07 e 0,09 pg/kg).

Resultados diametralmente opostos aos referidos foram obtidos por Kolarovi¢ e
Traitler [99]. As duas amostras de 6leo de amendoim que analisaram [99] apresentaram
valores algo dispares entre si, mas ambos muito mais elevados (750,25 e 129,10 pg/kg)
que os das amostras deste estudo (9,09-10,62 pg/kg). E de notar que nesse mesmo
estudo houve outros exemplos de teores elevados de contaminagio, nomeadamente 0s
6leos de soja com 220,23 pg/kg e de girassol com 41,35 pg/kg. Nesta conjuntura, pode
teorizar-se que na base das discrepancia observadas possam estar os mais modernos e
eficazes procedimentos tecnolégicos nas refinarias, algum tipo de secagem que
permitisse o contacto directo com as sementes ou, apenas € so, aqueles oleos serem o
reflexo de niveis de poluigio menos controlados de entdo (1982).

Digna de ainda maior atengdo ¢ a quantidade de PAHs carcinogéneos que as
amostras daquele estudo [99] possuiam: no exemplar mais contaminado, 88% dos PAHs
exibiam potencial efeito carcinogéneo, ou seja 656,41 pg/kg. Na outra amostra, apesar
dos teores serem menores nio deixam de ser elevados: os c-PAHs estavam presentes em
86,41 pg/kg. Estes valores sdo extraordinariamente mais elevados do que os obtidos
neste estudo, que vaguevam entre 0,56 e 1,65 pg/kg. Identicamente, os teores de B[a]P
daquele trabalho [99] (10,69 e 105,74 pg/kg), eram de outra ordem de grandeza dos
detectados neste trabalho (0,07-0,11 pg/kg). O valor de PAHs totais e de alto peso
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molecular em ambos os éleos excedia em larga medida o alvitrado pela GSFS,
representando, respectivamente, 464,64 pg/kg e 580,33 pg/kg, no primeiro 6leo, e 72,99
e 69,04 ng/kg, no outro.

No que respeita aos 6leos de amendoim estudados, pode-se referir que o nivel de
contaminagio patenteado é baixo, ndo parecendo levantar reservas quanto a seguranga

do seu consumo.

8.3 Oleo de girassol

Os resultados referentes a4 pesquisa destes contaminantes lipofilicos em 3 marcas
comerciais de 6leo de girassol encontram-se agrupados no Quadro XIII. A concentragdo
dos 15 PAHs em estudo nfo chegou 4 dezena de pg/kg (8,78 a 9,72 pg/kg) em qualquer
uma das amostras avaliados. Como tal, nio ¢ de estranhar que nestas amostras se
encontrem alguns dos valores mais baixos determinados neste trabalho de indole
cientifica, nomeadamente dibenz[a,h]antraceno (0,03 pg/kg) nas amostras 1 e 2,
benzo[k]fluoranteno (0,04 pg/kg) nas amostras 2 e 3, benzo[b]fluoranteno (0,14 pg/kg)
na amostra 2 e benzo[g,h,i]perileno (0,18 pg/kg) na amostra 1.

Os niveis de contamina¢fio que as amostras ostentavam enquadram-se entre os
descritos por outros trabalhos nesta matriz alimentar.

O teor mais elevado de PAHs para um oleo de girassol foi observado por Kolarovi¢
et al. [99], com 41,35 pg/kg. Em contrapartida, Hopia e colaboradores [83] ao
avaliarem o teor de 44 PAHs em Oleo de girassol, encontraram 17 destes compostos que
totalizavam apenas 2,8 pg/kg. Estes autores [83] avaliaram também o conteudo em
PAHs de um 6leo de girassol prensado a frio (virgem), encontrando valores mais
elevados de todos os compostos anteriormente observados, num total de de 21 pg/kg,
sendo que, inclusivamente, alguns compostos passaram a manifestar niveis detectaveis,
como por exemplo o B[a]P (0,16 pg/kg). Estas diferengas sdo paradigmaticas da
influéncia da refinagdo quimica no teor de PAHs exibido pelos 6leos vegetais. O facto
do 6leo menos contaminado apresentar um teor reduzidissimo de PAHs totais, quer
pelos menores teores das espécies de maior quer das de menor peso molecular, faz
supor que esta amostra foi alvo de uma desodorizagdo e branqueamento com carvio

activado ao longo do processo de refinagio.
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Os resultados de Speer et al. [87] sdo mais parecidos com os obtidos; os dleos de

girassol avaliados por este grupo de trabalho apresentavam uma concentragio média de

16,6 pg/kg.

Quadro XIII: Teor de PAHs (pg/kg) em dleos de girassol

oot e S
1 i Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Média + d.p. CV (%) | Média + d.p. CV (%) | Média + d.p. CV (%)
Naftaleno 4,36 + 0,80 18,5 3,24 +£0,61 18,9 1,98 +0,50 25.0
Acenafteno 0,05+0,01* 184 | 0,0440,02* 438 | 022+0,03 14,6
Fluoreno 0,96 £0,03 3,2 0,62 +0,02 3,6 0,56 £0,07 12,0
Fenantreno 2.12 £0.13 6,1 1,70+ 0,17 9.9 1,96 £ 0,39 19,9
Antraceno 0,12+0,01 11,0 0,13« 0,01 7,6 0,11+0,01 11,2
Fluoranteno 0,64 £ 0,05 7,7 1,18 0,11 9,6 0,97 £ 0,10 9,8
Pireno 0,62 + 0,04 5,9 1,53 +£0,10 6,7 1,72 £0,17 9,9
Benz[a]antraceno 0,14 + 0,01 1,2 0,18 £0,01 31 0,12+0,01 8,5
Criseno 0,19+ 0,02 8,5 0,25+ 0,04 15,1 | 0,11£0,03 28,9
Benzo[b]fluoranteno | 0,19+ 0,03 13,2 0,14 + 0,01 6,7 0,19+ 0,01 8,0
Benzo[k]fluoranteno 0,05 + 0,00 5,0 0,04 0,01 12,8 | 0,04+0,00 7.l
Benzo[a]pireno 0,09 + 0,01 7,8 0,08 £+ 0,00 4.4 0,09 + 0,00 3.7
Dibenz[a,h]antraceno | 0,03 £0,00%* 11,6 | 0,03+0,00* 12,6 | 0,04+£0,01* 14,0
Benzo[g,h,i]perileno | 0,18 +0,02 8,6 0,24 + 0,01 4,1 0,40 + 0,06 15,7
Indeno[1,2,3-cd]pireno n.d. n.d. (.29 £0,02* 5,9
Total 9,72 9,38 8,78

e I S e e e e e

n.d. — ndo detectado
*abaixo do limite de quantificagio

Mais uma vez, o naftaleno, o fenantreno e o pireno foram os PAHs quantitativamente
mais representativos entre os analisados, com uma média de 3,19 pg/kg, 1,93 pg/kg,
1,29 ng/kg, respectivamente. Este perfil de PAHs foi comum aos observados pela
maioria dos outros trabalhos [83,87,95,99], normalmente em quantidades superiores. As
excepgdes foram o naftaleno, que ndo foi determinado em mais nenhum estudo, ¢ a
intromissdo do fluoranteno que predominava nos Oleos de girassol avaliados por
Kolarovi¢ et al. (6,70 pg/kg) [99] e Hopia et al. (1,4 pg/kg) [83].

Face aos baixos valores de PAHs de alto peso molecular exibidos pelos ¢leos de
girassol ensaiados (0,52-1,04 pg/kg), adivinha-se a utilizagdo de carvio activado na

refinag@o destes espécimes.
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Por conseguinte, os valores de c-PAHs encontrados, de 0,68 a 0,87 pg/kg, podem ser
considerados baixos. Concentragdes mais elevadas destes compostos foram observados
por Kolarovi¢ et al. [99], com 18,66 pg/kg, e por Speer et al. [87], com 5,2 pg/kg.
Apenas Hopia e colaboradores [83] conseguiram, e de que maneira, apresentar valores
de c-PAHs inferiores, com apenas 0,09 pg/kg.

A presenca do carcinogéneo B[a]P nos 6leos analisados foi muito modesta (0,08-0,09
ug/kg), revelando-se préxima do limite inferior do intervalo de concentragdes
encontrado na literatura cientifica (n.d. até 10,6 pg/kg) [84,88,104,155]. Apesar desta
largura de intervalo, a maior parte dos trabalhos também se avizinha dos teores mais
baixos de B[a]P: Speer et al. [87] estimou-o em 0,7 pg/kg, Hopia et al. [83] ndo o
detectaram (< 0,02 pg/kg), Kolarovié et al. [99] observaram 1,51 pg/kg, enquanto as 4
marcas comerciais de 6leo de girassol estudadas por Pupin e Toledo [86] apresentavam
concentracdes desde niveis abaixo do limite de detecgdo (0,5 pg/kg) até€ 2,2 pg/kg.

Os teores de PAHs totais, de alto peso molecular e B[a]P das amostras de 6leos de
girassol ficaram categoricamente abaixo dos valores estipulado pela GSFS,
respectivamente com 3,48, 0,054 e 0,09 jig/kg na amostra 1, 4,13, 0,52 ¢ 0,08 pg/kg no
exemplar 2 ¢ 4,54, 1,04 e 0,09 pg/kg na 3* amosta. Em conformidade, os éleos
avaliados por Hopia et al. [83] e por Speer et al. [87] respeitaram as sugestdes daquele
organismo. Todavia, as amostras investigadas por Kolarovi¢ et al. [99] transpunham a
recomendagio para PAHs de alto peso molecular, com uma média de 13,75 pg/kg, mas
no o faziam no que respeita ao estabelecido para PAHs totais.

Pode-se concluir que os éleo de girasol analisados exibem uma baixa contaminagéo
com PAHs, com especial relevo para os reduzidos teores das espécies de maior peso
molecular, na maior parte carcinogéneas. Como tal, nio ¢é crivel que estes oOleos

representem uma amega em termos toxicolégicos.

8.4 Oleo de soja

A semelhanca dos 6leos de amendoim e girassol, as amostras de ¢leos de soja

avaliadas apresentaram teores reduzidos de PAHs, na ordem dos 10 pg/kg (Quadro

XIV).
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Quadro XIV: Teor de PAHs (pg/kg) em éleos de soja

M

Oleo soja Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
PAH Média + d.p. CV (%) | Média  d.p. CV (%) | Média + d.p. CV (%)
Naftaleno 4,97 +£0,23 4,6 2,37 £0,20 8,6 4,43 +£1,12 252
Acenafteno 0,07+0,01* 143 n.d. 0,04 +£0,01* 26,6
Fluoreno 0,74+0,12 15,6 0,51 +0,02 3,8 0,74 £ 0,15 20,3
Fenantreno 0,95 + 0,06 6,4 2,42 +0,01 0,6 1,67 +0,31 18,4
Antraceno 0,08 + 0,01 14,5 0,19+ 0,01 £3 0,08 + 0,02 21,9
Fluoranteno 0,65+ 0,02 2,5 1,50+ 0,16 10,5 0,62 + 0,05 7,8
Pireno 0,80 + 0,09 10,8 1,82 +0,33 18,2 | 0,63 +0,11 16,9
Benz[a]antraceno 0,15+0,03 20,7 0,22 + 0,01 2,9 0,14+ 0,01 9,1
Criseno 0,08 + 0,02 21,0 0,31 +0,03 9,1 0,16+ 0,01 8,1
Benzo[b]fluoranteno | 0,18 +0,03 15,4 0,28 £ 0,02 8,6 0,22.4+0,01 2,8
Benzo[k]fluoranteno 0,04 + 0,01 11,3 0,10+ 0,00 8,1 0,06 = 0,00 7,1
Benzo[a]pireno 0,09 + 0,00 1,5 0,17 +£0,02 12,5 | 0,09+ 0,01 15,9
Dibenz[a,h]antraceno | 0,04 +0,01* 13,3 0,09 £ 0,02 19,2 | 0,09+0,00 5,0
Benzo[g,h,i]perileno | 0,24 + 0,04 18,0 0,49 +0,12 23,7 | 0,34 +0,02 6,3
Indeno[1,2,3-cd]pireno | 0,24 +0,03* 10,7 0,32 + 0,05 15,3 n.d.
Total 9,33 10,81 9,31

n.d. — néio detectado
* abaixo do limite de quantifica¢do

As concentragdes totais evidenciadas pelos 6leos de soja avaliados, de 9,31 a 10,8

ng/kg, encontram-se dentros dos valores referenciados por outros autores. Larsson ef al.

[85] avaliaram o teor em PAHs (20 compostos) de 6leos de soja (n=7), que variava
entre 5 e 17 pg/kg. Duas amostras de 6leo de soja estudadas por Hopia e colaboradores
[83], apresentaram teores totais de PAHs de 36 e 27 pg/kg. Dennis ef al. [26] obtiveram
valores muito proximos a estes: a média de PAHs totais (11 compostos) das 19 amostras
de 6leo de soja analisadas foi de 28,4 png/kg. A menor concentragdio identificada para
esta matriz (3,6 pg/kg) foi observada no trabalho de Lawrence e Weber [157] e foi
certamente resultado de eficientes etapas de desodorizagdo e branqueamento com
carvio activado. No outro extremo, Kolarovi¢ e Traitler [99] encontraram num 6leo de
soja uma contaminagdo acentuada com PAHs (220,23 pg/kg). Este espectro de

concentragdes ¢ exemplificativo das variagdes que se podem observar nos oleos

vegetais, ainda que dentro do mesmo tipo de sementes oleaginosas.
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O naftaleno foi responsavel, nas amostras 1 e 3, por aproximadamente metade dos
teores encontrados. Nestes mesmos exemplares (1 e 3), as concentragdes de antraceno
(0,08 pg/kg) foram as menores entre toda a gama de Oleos vegetais avaliados neste
trabalho, assim como as de benzo[k]fluoranteno (0,04 pg/kg) no primeiro deles
(amostra 1). Ao invés, a amostra 2 apresentou um contributo relativo de PAHs de alto
peso molecular superior (13,2% Vs. ~9% nas outras duas amostras), destacando-se entre
estes o benzo[k]fluoranteno, o benzo[a]pireno, o benzo[g,h,i]perileno € o indeno[1,2,3-
cd]pireno.

Os PAHs de menor peso molecular eram os quantativamente mais importantes nos
6leos de soja estudado, com destaque para o naftaleno, o fenantreno e o pireno. Estes
compostos foram também os predominantes no estudo de Dennis ef al. [26] e numa
amostra avaliada por Hopia et al. [83], mas nestes casos em quantidades mais elevadas.
O pireno variou entre 1,94 e 36,4 pg/kg e o fluoranteno entre 1,51 e 12,6 ug/kg nos
diversos 6leos de soja de Dennis ef al. [26]. Hopia et al. [83] quantificaram 8,5 pg/kg de
pireno no seu trabalho.

No entanto, noutros trabalhos [85,99,157] os PAHs de maior peso molecular
prevaleceram. O benzo[b]fluoranteno, o criseno, o trifenileno e o indeno[l,2,3-
cd]perileno, no trabalho de Larsson ef al. [85], e o dibenzo[a,h]antraceno, no estudo de
Lawrence e Weber [157], sdo exemplos disso mesmo. Os reduzidissimos teores de
PAHs de menor peso molecular observados por estas duas equipas de investigagdo
[85,157] serdio com certeza reflexo de uma eficiente desodorizagéo.

A soma dos teores de PAHs com actividade carcinogénica valia entre 0,76 ¢ 1,50
ng/kg, nos éleos de soja que constituiram a amostra. Estes valores sio os mais baixos de
entre todos os descritos na mais diversa literatura cientifica, o que muito abona em seu
favor, em termos de seguranga toxicologica.

Apesar da extremamente baixa contaminagdo das amostras pesquisadas por
Lawrence e Weber [157], cerca de 2/3 dos compostos eram carcinogéneos (2,4 ng/kg),
o que era suficiente para superar os valores aqui apresentados. No trabalho de Larsson e
colaboradores [85], os teores de c-PAHs correspondiam sensivelmente a metade (48-
58%) do total de PATs, desde 2,80 a 8,20 pg/kg. Grimmer e Hildebrandt [101]
reportaram niveis de c-PAHs de 12,1 pg/kg nas amostras de Oleo de soja que
analisaram, um pouco menores que os apontados por Dennis et al. [26] (17,47 pg/kg). A

elevada presenga destes compostos podia resultar da néio aplicagio de carvio activado
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na refinacfio, que diminuiria o teor de PAHs de alto peso molecular (como quase todos
os c-PAHs sdo).

A amostra de 6leo de soja avaliada por Kolarovié e Traitler [99], apresentava 185,12
ng/kg de c-PAHs. Este valor verdadeiramente invulgar pode ser produto de uma
contaminagdo atmosférica maciga ou resultar do processo de secagem utilizado.

Os teores detectados do potente carcinogéneo B[a]P (0,09 a 0,17 pg/kg) sdo os mais
baixos valores relatados para este tipo de oleo especifico. De uma forma geral, as
concentracdes de B[a]P encontradas nesta matriz por outros autores [26,83,85,101,157]
sio ligeiramente superiores (0,2 a 2,2 pg/kg). Um exemplar de 6leo de soja de origem
brasileira exibiu 6,1 pg/kg, no entanto a maioria das amostras situavam-se entre 1 ¢ 2
ng/kg [86]. Em contraposigio, Kolarovi¢ e Traitler [99] detectaram 28,45 ngkg de
B[a]P.

A semelhanca do trabalho de Lawrence e Weber [157], todas as amostras dos 6leos
de soja analisados cumpriram os requisitos preconizados pelo movimento associativo
industrial alemdo, respeitantes ao teor de PAHs totais (2,35-5,42 pg/kg), de PAHs de
alto peso molecular (0,79-1,46 pg/kg) e de B[a]P (0,09-0,17 pg/kg). Resultados
exactamente opostos foram obtidos por Kolarovi¢ e Traitler [99] que trasgrediam estas
referéncias; os niveis de PAHs totais correspondiam a 133,56 pg/kg e os de PAHs de
alto peso molecular a 162,7 pg/kg.

Um padrfio curioso a este respeito foi obsevado numa série de trabalhos [26,83,85],
pois embora as recomendagdes da GSFS para PAHSs totais fosse sempre satisfeitas, os
teores de PAHs de alto peso molecular eram quase sempre superiores ao sugerido.

Os 6leos de soja estudados apresentavam niveis de contaminagdo com PAHs
comparativamente baixos. No mesmo sentido, a presenga de PAHs carcinogéneos era
diminuta. Estes factores contribuem para que ndo se levante nenhum 6bice de ordem

toxicolégico ao consumo deste tipo particular de 6leos vegetais.
8.5 Oleo de milho

A concentracio total de PAHs nos 6leos de milho que constituiram a amostra em
estudo ¢ superior, particularmente nas amostras 1 € 3, as encontradas para os outros

tipos de 6leos atrds descritos e muito semelhante as observadas nos azeites virgens.
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Quadro XV: Teor de PAHs (pg/kg) em oleos de milho

W

Oleo milho Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
PAH Média + d.p. CV (%) | Média + d.p. CV (%) | Média £ d.p. CV (%)
Naftaleno 7,34 £ 0,68 9,2 4,02 +0,90 223 | 4072032 7,8
Acenafteno 0,12 £0,02*¢ 13,0 0,10+ 0,01* 14,1 n.d.
Fluoreno 0,49 + 0,04 8,9 0,52 + 0,04 6,8 1,02+ 0,08 8,0
Fenantreno 0,87 +£0,12 14,2 6,88 - 0,25 3.7 2,85 £0.26 10,1
Antraceno 0,34 = 0,06 18,3 0,10+ 0,00 ) 0,19+0,00 2,0
Fluoranteno 4,74 + 0,55 11,6 0,64 + 0,01 1,0 1,46 + 0,09 6,4
Pireno 5,70+ 0,14 2,5 0,81 +0,04 3.0 1,79 +0,12 6,7
Benz[a]antraceno 2,49 + 0,31 12,3 0,23 £ 0,00 0,5 157 0,11 6,9
Criseno 2,97 +£0,12 4,0 0,30+ 0,01 3,9 1,60 + 0,14 8,7
Benzo[b]fluoranteno 1,11 +£0,08 76 0,19+ 0,01 49 0,95 £ 0,08 8,3
Benzo[k]fluoranteno | 0,28 +0,05 18,1 0,07 £ 0,00 13 0,34 £0,03 8,7
Benzo[a]pireno 0,45+ 0,01 2,0 0,12 = 0,00 4,1 0,50 + 0,04 7,4
Dibenz[a,h]antraceno | 0,11 40,01 L1.5 0,04 % 0,00* 6,6 0,1140,01 12,1
‘ Benzo[g,h,i]perileno 1,30 £ 0,20 15,6 0,35+ 0,02 7,0 0,54 + 0,03 4.6
| Indeno[1,2,3-cd]pireno | 0,61 +0,13 21,6 0,18+0,02* 11,3 | 0,49+0,04 8,2
| Total 28,92 14,56 17,19

.. .. S .. T .. ... S RN .. . A .
M
n.d. — ndo detectado
* abaixo do limite de quantificagio

A similitude de teores com os azeites leva a teorizar que os 6leos de milho em causa,

apesar de terem sido submetidos a refinago, ndo devem ter sido filtrados com carvao

activado neste procedimento, pelos valores observados para os PAHs de alto peso

molecular. Alids, o benzo[g,h,i]perileno e o indeno[1,2,3-cd]pireno atingiram, no oleo

| 1, o valor maximo entre todo o espectro de 6leos examinados ao longo deste estudo.

Ha ainda a possibilidade deste tipo de 6leos apresentarem niveis mais elevados, ndo

por defini¢io biolégica, mas por serem submetidos a processamento comum, a

semelhanca do que se passa com os Oleos de coco. Nestes, os valores de PAHs sdo

quase sempre elevadissimos (3100 e 3700 pg/kg [88], por exemplo) ndo por ser

caracteristico da espécie, mas por habitualmente a copra ser submetida a uma secagem

prépria que catapulta as concentragSes de PAHs para aquele patamar.
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No entanto, justifica-se a rastreabilidade destes 6leos de milho para corroborar, ou
dissolver, estas duas hipoteses levantadas.

O 6leo de milho 1 ensaiado apresentou niveis particularmente elevados de alguns
compostos; para além dos atrds citados, expressou niveis maximos para o
benz[a]antraceno (2,49 pg/kg) e o criseno (2,97 ng/kg).

A amostra 2 para além de exibir uma concentragio mais baixa do que os outros
congéneres, apresenta um perfil préximo dos outros tipos de Oleos vegetais, com
predominio claro do fenantreno e do naftaleno, com 47 e 28% do total. Neste oleo de
milho (n.° 2) o teor de c-PAHs (1,13 pg/kg) estava dentro do habitualmente observado
para os Oleos de outras origens.

Ao invés, os mais elevados teores das outras amostras (1 e 3) escondiam uma maior
homogeneidade entre os compostos, destacando-se os maiores valores de PAHs de alto
peso molecular em relagdo a outros 6leos. Nestas amostras, os ¢-PAHs tiveram a maior
contribuigdo relativa observada neste trabalho (28 e 32%), que se traduziu em termos
absolutos em 8,02 e 5,56 pg/kg. Estes valores sdo suficientes para se justificar a
aplicagiio de carvio activado, com o objectivo de diminuir a carga de PAHs deste tipo.

Todavia, o mais elevado teor de PAHs de alto peso molecular observado neste tipo
de oleos nio era suficientemente significativo para que alguma das amostras
ultrapassasse os valores limite enunciados pela GSFS. No entanto, a amostra n.° 1 foi,
de todos os 6leos estudados no Ambito deste trabalho, a que mais se aproximou (3,86
ng/kg) do limite de 5 pg/kg para PAHs de alto peso molecular.

Os niveis de contaminacdo das amostras de 6leos de milho sdo muito semelhantes
aos descritos noutros trabalhos [26,83,85]. Os trés exemplares de 6leo de milho
estudados por Dennis et al. [26] apresentaram concentragdes médias de 32,0 ug/kg de
PAHs totais (11 compostos). O teor de c-PAHs era de 11,7pg/kg, que pode ser
parcialmente explicado por ndo ter sido usado carvdo activado durante a refinagdo. O
teor de PAHs de alto peso molecular (9,07 pg/kg) era quase o dobro do recomendado
pela GSFS (5 pg/kg). Ademais, o preconizado para o B[a]P (lpg/kg) também foi
excedido (1,54 pg/kg). Todavia, o total de PAHs, de 19,50 pg/kg, era menor que 25
ng/kg, a que nio deve ser alheio o facto de serem avaliados apenas metade (6) dos
compostos que integram este pardmetro.

Lawrence e Weber [157] encontraram um total de PAHs (15) de 13,6 pg/kg. O

fluoranteno (7,5 pg/kg) representava mais que a soma de todos os outros. O segundo
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quantitativamente mais importante era o dibenzo[a,c]antraceno. O teor de c-PAHs era
de 4,6 ng/kg.

O total dos 10 PAHs detectados por Hopia et al. [83] no éleo de milho foi de 0,71
ug/kg. Trata-se do valor mais baixo em toda a literatura consultada. A maior parte dos
PAHs presentes eram de elevado peso molecular, ainda que o fenantreno fosse o que
registasse o maior valor (0,14 pg/kg). O mesmo tipo de oleo, mas virgem obtido por
pressdo a frio, apresentou um teor mais elevado (18 pg/kg), com predominio dos PAHs
de alto peso molecular de natureza carcinogénica (no conjunto 9,3 pg/kg); estes valores
sd0 mais proximos dos narrados noutros estudos, incluindo o que se apresenta. Fica
vincada a diferenga, apesar de ndio se tratar da mesma amostra, entre os 6leos que sdo
sujeitos a refinagio e os que sdo submetidos apenas a processos fisicos, neste caso
pressdo a frio.

Nos 6leos de milho analisados os valores de B[a]P foram quantificados entre 0,12-
0,50 pg/kg, enquadrando-se entre o observado noutros trabalhos [26,83,157] (0,02 a
1,54 ug/kg). Noutra margem, Pupin e Toledo [86] encontraram grandes variagdes nos
niveis de B[a]P em 6leos de milho brasileiros, gravitando entre 1,6 e 58,9 pg/kg, com
uma média de 10,8 pg/kg. Os autores [86] atribuirem esta contaminag@o ao processo de
secagem: a algumas amostras de milho pode ter sido permitido que secassem ao sol,
enquanto outras podiam ter sido sujeitas a um processo de secagem directa usando
madeira ou 6leo como combustivel. O maior valor relatado anteriormente para B[a]P
havia sido de 26,1 pg/kg [84].

Os 6leos de milho estudados apresentam um nivel de PAHs mais elevado que os
outros tipos de 6leos vegetais, destacando-se a maior contribuigao das espécies de maior
peso molecular. Neste contexto, talvez fosse recomendavel a aplicagdo permanente de
carvio activado na refinagdo deste tipo de género alimenticio, ndo por se levantar um

risco toxicoldgico proeminente, mas no sentido cautelar.

8.6 Oleo alimentar

Os 6leos alimentares constituem misturas de duas ou mais espécies diferentes de
6leos vegetais. Na maior parte das vezes, a informagao relativa a elucidagdo de quais os
6leos que integram a mescla ndo estd disponivel no rétulo, ndo sendo, de qualquer
forma, de mengdo obrigatoria. No propdsito deste trabalho de investigagdo este

conhecimento também ndo & essencial; as fontes de contaminagdo com PAHs sdo
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indiferentes ao patriménio genético. Seria, neste sentido, mais importante conhecer o
nivel de contaminagio a que as plantas estiveram sujeitas, o tipo de tratamento (de
secagem e refinacdo) a que os 6leos foram submetidos, etc.

Os resultados da analise das 5 amostras de 6leos alimentares descritos no quadro
seguinte (Quadro XVI) sio, sem diivida, interessantes. Encontram-se, entre estes
exemplares, desde os valores mais baixos de PAHs totais (7,26 pg/kg, na amostra 5) ao
segundo mais elevado (52,39 pg/kg, na amostra 2) de todos os 6leos vegetais estudados.
Esta diferenca nio se espera ser consequéncia dos diferentes tipos e contribuigSes
relativas de 6leos estremes utilizados, pois a hipétese de sintese enddgena € remota e a
de sintese caracteristica de cada espécie praticamente descartada. Alias, a amostra 2 era
uma mistura de 6leos de soja e girassol (informagéio do rétulo) que como visto
anteriormente apresentavam concentragdes mais baixas destes cancerigenos, de 8,78 a
10,81 ug/kg. Deste modo, sio outros factores, como a contaminagdo atmosférica a que
as plantas estiveram sujeitas, o processo de secagem utilizado, a pureza dos solventes de
extracgdo e o proprio processo de refinagdo, entre outros, os responsaveis pelas
discrepancias observadas.

As amostras 3, 4 e 5 assemelham-se entre si € com os outros ¢6leos refinados na
concentragdo final de PAHs, sensivelmente & volta de 10 pg/kg. Da mesma forma, o
naftaleno e o fenantreno sdo os PAHs mais representativos. As pequenas divergéncias
prendem-se apenas com a maior contribuigdo relativa dos PAHs de maior peso
molecular (dibenz[a,h]antraceno, benzo[g,h,i]perileno e indeno[1,2,3-cd]pireno) na
amostra 5, muito pelo contributo dos valores minimos observados para o
benz[a]antraceno, o fluoranteno e o fluoreno.

A amostra 1 situa-se, em termos de concentragdo global de PAHs, num patamar
intermédio, ao nivel do observado para os 6leos de milho. Nao se entenda, no entanto,
que isto significa que se trata de um 6leo de milho. Este tipo de contaminagio ndo nos
possibilita fazer tal juizo. A andlise do teor total de PAHs ou a caracterizagdo do seu

perfil servem como ferramentas de autenticidade.
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O perfil de PAHs apresentado pela amostra 2 é bem curioso: o seu alto teor de PAHs
deve-se principalmente 4 presenga de PAHs de menor peso molecular; os congéneres de
alto peso molecular apresentam valores dentro dos habitualmente encontrados neste
estudo. Este cendrio praticamente exclui a hipétese de ser a auséncia de carvio activado
no branqueamento o factor causal da elevada concentragdo. Assim, e para explicar os
niveis altos de PAHs de menor peso molecular, levantam-se duas hipoteses: a menor
eficacia da desodorizagdo (por exemplo, pela redugdo do tempo de aplicagdio) ou os
6leos utilizados no seu fabrico apresentarem uma carga de PAHs bastante elevada que a
refinacfio niio conseguiu corrigir totalmente. Pode teorizar-se que esta contaminagio
possa ter origem no trafico rodoviério, pelo facto dos valores dos PAHs de 3 e 4 anéis
aromaticos, caracteristicos deste tipo de contaminagio, estarem em grande evidéncia
nesta amostra. Alids, os mais altos niveis observados eram relativos ao fenantreno,
fluoranteno e pireno, tendo inclusivamente os dois tltimos, juntamente com o
antraceno, sido os mais elevados de todo o procedimento analitico.

O fluoranteno e o pireno foram também os compostos presentes em maior
quantidade nos 6leos alimentares analisados por Dennis e colaboradores [26], variando
entre 0,21 e 12,4 pug/kg e 0,58 e 17,2 ug/kg, respectivamente. Como se pode depreender
por estes valores, observaram-se grandes oscilagdes nas concentragdes de PAHs entre
os 6leos analisados, que apresentaram, em termos médios, 19,46 ug/kg. A quantidade de
c-PAHs encontrada naqueles ¢leos vegetais (11,32 pg/kg, em média) ultrapassava as
que determinadas na mesma matriz, apesar de se terem observado concentragdes totais
superiores (52,39 pg/kg). Mais de metade (58%) dos PAHs tinha efeito carcinogénio no
trabalho de Dennis ef al. [26]. Estes autores [26] advogam que as quantidades altas
presentes em alguns 6leos vegetais estudados se possam dever a métodos de secagem
desapropriados, em 6leos como os de coco.

Encontraram-se concentragdes superiores de PAHs em 6leos alimentares analisados
noutro trabalho [6]; da ordem de 79,8 pg/kg. Destes, 22,4 ng/kg correspondiam a PAHs
com reconhecida actividade carcinogénica, valores superiores aos atras expostos. Mais
uma vez foi notdria uma grande variabilidade de valores, atingindo diferengas de uma a
duas ordens de grandeza.

Com tal inconstincia de concentragdes observadas nestes trabalhos [6,26] as

recomendagdes da GSFS eram largamente ultrapassadas por algumas amostras que os

integraram, ao passo que outros exemplares ficavam muito aquém.
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Entre os Oleos estudados, a amostra 2 foi a tnica que transgrediu os limites
estabelecidos pela GSFS para PAHs totais (30,64 pg/kg), mas cumpria, a semelhanga de
todas as outras, os de PAHs de alto peso molecular (2,28 pg/kg).

A quase totalidade dos oleos analisados por Balenovic e colaboradores [100]
apresentaram PAHs totais acima de 25 pg/kg, devido fundamentalmente a grande
quantidade de PAHs de menor peso molecular, tornando-os, segundo a GSFS,
impréprios para consumo humano. Os niveis de PAHs em 6leos vegetais finlandeses,
também se aproximavam muito dos valores maximos de referéncia, sendo em média de
23 pg/kg [83]. A maioria dos ¢leos vegetais brutos estudados por Gertz e Kogelheide
[95] continham mais de 25 pg/kg de PAHs totais, mas uma vez refinados apenas
ocasionalmente excediam aquele limite.

Os niveis de B[a]P encontrados (0,08 a 0,34 pg/kg) estdo na margem inferior dos
desritos na literatura cientifica para 6leos vegetais. Kazerouni et al. [103] encontraram
0,2 pg/kg de B[a]P nos dleos vegetais que estudaram, muito semelhante aos 0,5 ng/kg
(de niio detectavel a 1,7 pg/kg) apontados noutro trabalho [6]. Por sua vez, Dennis e al.
[26] encontraram uma concentragio média de B[a]P de 1,29 pg/kg (0,29 € 4,92 pg/kg).
Um espectro mais largo de valores deste contaminante foi determinado em Oleos
vegetais holandeses (de 0,3 a 26,1 pg/kg) [84]. Speer ¢ Montag [104] detectaram um
intervalo de <0,1 a 4,1 pg/kg para o mesmo composto em 6leos de origem alema.

Os valores de PAHs detectados para 6leos alimentares sdo mais latos que os
observados nas versdes estremes. A jungdo, em diferentes quantidades, de 6leos de
diversas origens geograficas, submetidos a tecnologias distintas, torna imprevisivel a
contaminagdo final do 6leo alimentar. Como tal, e perante esta impossibilidade, a
industria refinadora deveré proceder & rastreabilidade dos 6leos que adquire e instaurar
um procedimento de rotina de avaliagdo do teor em PAHs totais ou, pelo menos, de
B[a]P e conforme o resultado proceder a um tratamento, mais ou menos severo, dos
6leos em processamento.

Contudo, as amostras avaliadas no contexto deste trabalho ndo apresentam, de uma
forma geral, niveis preocupantes destes contaminantes (apenas uma amostra ultrapassou
a recomendacio da GSFS para PAHs totais). Contudo, estes dados ndo sfio garante de

uma seguranga toxicologica perene e inquestiondvel, at¢ pelos exemplos de

contaminacdes elevadissimas que, ndo raramente, sdo relatados na literatura.
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8.7 Oleos de aveld e sésamo

Pelo facto destes dleos terem menos impacto em termos de consumo em Portugal, e

como tal terem sido estudadas menos amostras, apresentam-se conjuntamente nesta

sec¢do (Quadro XVII).

O teor de PAHs no 6leo de aveld (22,41 pg/kg) é semelhante ao observado para o

azeite. No entanto, e distintamente do observado naquele, o naftaleno representava mais

do que todos os outros PAHs em conjunto, cerca de 53% do valor total.

O 6leo de aveld cumpriu as directrizes da GSFS relativas ao total de PAHs (8,08

ng/kg), aos PAHs de alto peso molecular (1,65 pg/kg) e de B[a]P (0,32 pg/kg).

Quadro XVII: Teor de PAHs (pg/kg) em 6leos de aveli e sésamo

M

Oleo de aveld Oleo de sésamo
PAH Médiatd.p. CV (%) | Médiatd.p. CV (%)

Naftaleno 11,87+ 1,10 9,3 27,124 122 4,5
Acenafteno 0,04 £ 0,02* 41,1 n.d.

Fluoreno 0,50 +0,02 3.4 1,41 +0,11 7.9
Fenantreno 3,93 +0,08 2,1 37,86+ 1,14 3.0
Antraceno 0,18 £0,02 9,2 0,65+ 0,01 2,3
Fluoranteno 1,25+ 0,04 3.3 3,00+ 0,03 0,9

Pireno 1,80+ 0,08 4.6 1,55+0,12 7.3
Benz[a]antraceno 0,37+0,03 6,8 0,84 + 0,01 1,0
Criseno 0,81 +£0,02 2,4 0,78 £ 0,07 9,4
Benzo[b]fluoranteno 0,22 +£0,03 12,9 1,23 + 0,02 1,6
Benzo[k]fluoranteno 0,07 £ 0,01 8,4 0,41 £0,01 2,2
Benzo[a]pireno 0,32 + 0,02 6,1 0,65 + 0,05 Byl
Dibenz[a,h]antraceno 0,13 +£0,02 14,4 0,12 +0,01 11,4
Benzo[g,h,i]perileno 0,53 +£0,03 5,7 0,71 £ 0,15 21,3
Indeno[1,2,3-cd]pireno 0,37 + 0,04 9,6 0,61 +0,04 6,7

Total 22,41 76,96

- ==l

n.d. — ndo detectado

* abaixo do limite de quantifica¢do

Quanto ao 6leo de sésamo, foi 0 que apresentou o teor mais elevado (76,96 ug/kg) de

PAHs de todo o estudo, superando inclusivamente os dleos brutos analisados (vide
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infra). Afinal, trata-se de um 6leo nio refinado, e como tal ndo beneficidrio da redugdo
de PAHs protagonizado neste procedimento tecnologico. E, assim, natural que se
estabelecessem 0s méaximos para alguns dos compostos analisados, como foi o caso do
naftaleno, do fenantreno, do benzo[b]fluoranteno, do benzo[k]fluoranteno, do
benzo[a]pireno e do indeno[l,2,3-cd]pireno. E curioso que apesar dos valores
relativamente elevados para os PAHs de alto peso molecular, a contribuigdo relativa
destes era muito pequena (4,9%), muito & custa das concentragdes de naftaleno e
fenantreno, que em conjunto representam 84% do total.

Speer et al. [87] encontraram concentragdes inferiores (21,5 pg/kg) numa amostra de
6leo de sésamo. O fenantreno monopolizava quase por completo essa contaminagdo,
contabilizando 18,2 pg/kg. Esta ocorréncia tinha algum paralelo na amostra estudada,
especialmente se nfio se considerar o naftaleno, nio avaliado por Speer et al. [87].

O teor de c-PAHs que o 6leo de sésamo estudado apresentava, cerca de 4,65 pg/kg,
superou por larga margem o observado na amostra alemd (0,8 pg/kg) [87].

No trabalho de Speer et al. [87] os limites enunciados pela GSFS foram naturalmente
cumpridos. O dleo de sésamo avaliado também se quedou abaixo do preconizado para
PAHs de alto PM (3,73 pg/kg) e B[a]P (0,65 png/kg), mas foi um dos dois 6leos do
presente trabalho de investigagiio que apresentou teores de PAHs totais superiores aos
recomendados pela GSFS, com 42,39 ng/kg.

Apesar do vazio legislativo, que inviabiliza qualquer restri¢do legal, recomenda-se
precaugio no consumo deste 6leo em particular, pois os valores encontrados devem ser

considerados, pelo menos, merecedores de atengdo.
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9. AVALIACAO DO TEOR DE PAHs CARCINOGENEOS EM OLEOS
VEGETAIS

Na medida em que nem todos os PAHs exibem actividade carcinogénea,
provavelmente terd tanto ou mais interesse conhecer-se o conteudo em compostos
cancerigenos dos 6leos vegetais do que a simples soma dos PAHs totais detectados.
Com este designio em mente, calculou-se o teor em PAHs cancerigenos de todos os
6leos vegetais examinados neste estudo (Quadro XVIII). As parcelas desta soma foram
os PAHs determinados neste estudo entre os descritos no Quadro I, ou seja,
benzo[a]pireno,  benz[a]antraceno,  benzo[b]fluoranteno,  benzo[k]fluoranteno,
dibenz[a]antraceno e indeno[1,2,3-cd]pireno.

Uma vez que a poténcia cancerigena diverge entre os PAHs atrds mencionados,
calculou-se um “indice de carcinogenecidade”, que consiste na multiplicagdo da
poténcia relativa de carcinogenecidade de acordo com a EPA (Quadro I) pela
concentracdo do respectivo PAH em cada uma das amostras. Talvez este valor se
aproxime mais do verdadeiro risco carcinogéneo oferecido, do que a simples soma dos
teores de PAHs carcinogéneos.

Hopia et al. [83] observaram um perfil similar na maioria das amostras entre as
espécies moleculares com actividade carcinogénica reconhecida e, como tal, aventaram
a hipétese da concentragdo total de PAHs poder ser usada na estimativa do possivel
risco carcinogéneo que cada oleo oferecia. No trabalho que se apresenta, tal
circunstancia ndo se verificou, tendo-se revelado baixa a correlagio entre estes dois
pardmetros (r* = 0,3895). Como se pode observar pelos valores apresentados no Quadro
XVIII, um teor mais elevado de PAHs totais ndo significa obrigatoriamente uma maior
concentragio de PAHs cancerigenos. Por exemplo, apesar do ¢leo de sésamo apresentar
o teor mais elevado de PAHs, era superado por dois 6leos de milho (amostra 1 e 3) no
que respeita & concentragdo de PAHs cancerigenos. Na amostra 3 do oleo de milho
cerca de um terco dos PAHs eram cancerigenos. Estes dois exemplares de Oleos de
milho (1 e 3) foram também os que apresentaram, juntamente com o 6leo de sésamo, os
mais elevados indices de carcinogenecidade (0,98, 0,92 e 1,05, respectivamente).

A utilizacdo deste pardmetro tem apenas como proposito efeitos comparativos entre
os diversos 6leos vegetais. Ndo é possivel quantificar o risco oferecido por cada um

deles em func¢io do indice de carcinogenecidade.
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Quadro XVIII: Tores de PAHs totais e carcinogéneos

e indice de carcinogenecidade dos 6leos vegetais estudados

w

PAHs totais PAHs carcinogéneos ndice de
Oleo Amostra
(ng/kg) (ng/kg) carcinogenecidade
Azeite 1 26,35 2,86 0,53
2 18,02 1,54 0,28
Amendoim 1 10,62 1,65 0,75
2 10,14 0,56 0,12
3 9,09 1,08 0,44
Girassol 1 9,72 0,68 0,15
2 9,38 0,71 0,14
3 8,78 0,87 0,19
Soja 1 9,33 0,82 0,19
2 10,81 1,50 0,35
3 9,31 0,76 0,22
Milho 1 28,92 8,02 0,98
2 14,56 114 0,22
3 17,19 5,56 0,92
Alimentar 1 17,07 337 0,55
2 52,39 4,57 0,66
3 9.25 1,05 0,29
- 11,60 0,99 0,25
5 7,26 0,90 0,25
Aveld l 22,41 2,30 0,56
Sésamo 1 76,96 4,65 1,05

W

E frequente a utlizagiio da concentragdo de B[a]P como indicador da contaminagdo
total ou carcinogénea de PAHs em diversas matrizes. Kazerouni et al. [103]
encontraram uma correlacdo entre PAHs totais e B[a]P de 0,87 e de 0,98 entre este e o
teor de c-PAHs, para uma série de géneros alimenticios.

Em algumas industrias refinadoras de 6leos vegetais, a determinagio deste composto
constitui, inclusive, um factor decisdrio para a aplicagdo, ou néo, de carvdo activado na

etapa de branqueamento.
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Neste contexto, averiguou-se a correlagio entre os teores de B[a]P e uma série de
parimetros, nomeadamente PAHs totais, PAHs carcinogéneos, indice de
carcinogenecidade e PAHs totais e de alto peso molecular segundo a GSFS; os
coeficientes de correlagdo obtidos foram r? = 0,6511, = 0,7449, t* =0 9821, =
0,6107 e r* =0,839, pela mesma ordem.

Tendo em conta estes resultados, a determinagio de B[a]P pode ser sugestiva do teor
de c-PAHs, mas ndo ser usada de forma taxativa. Dennis et al. [62] também defendem
que o contetdo em B[a]P ndo tem uma relagdo constante com oS putativos PAHs
carcinogeneos.

A determinacdo analitica de B[a]P poderd apenas funcionar como indicador
qualitativo da presenga de PAHs na amostra e ndo como uma medida quantitativa do
efeito carcinogéneo total. Eventualmente Gtil em exames de rotina, mas insuficiente
para controlo oficial e fiscalizador.

Justifica-se, com este designio, a necessidade de desenvolver um método menos
moroso, em que seja determinado um espectro maior de analitos por forma a conferir

uma visio mais abrangente e fidedigna da carga hidrocarbonada carcinogénea.
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10. EVOLUCAO DOS TEORES DE PAHs AO LONGO DAS ETAPAS DE
REFINACAO DOS OLEOS VEGETAIS

Na medida em que a teoria da sintese endégena tem, actualmente, poucos defensores,
pode-se pressupor que as sementes oleaginosas estdo naturalmente isentas de PAHs.
Desta forma, a possivel contaminagio das sementes por estes compostos, €
consequentemente dos Oleos vegetais que originardio, ¢ de origem exdgena. Entre os
eventuais focos destes carcinogéneos, podem destacar-se a poluigfio atmosf€rica, por
exemplo, pelas emissdes de motores de combustfio interna dos veiculos motorizados, ¢ a
secagem directa dos grios com gases de combustéo.

A despeito da diversa e virtualmente inevitivel exposigdo, os teores de PAHSs
encontrados actualmente nos 6leos vegetais sio, regra geral, relativamente baixos. Esta
condigfio parece explicar-se, pelo menos em parte, pelo efeito que a refinagdo tem na
reducdo dos teores de PAHs, como foi observado por alguns autores [12,26,85,88,89].

No sentido de verificar experimentalmente tais observagdes, estudou-se a evolugéo
do teor de PAHs em 6leos vegetais ao longo das diferentes fases da refinagio, de acordo
com o procedimento tecnolégico das indistrias que facultaram as amostras. Assim,
foram estudadas amostras de 6leo de soja e de girassol brutos e azeite lampante ¢ 0s

6leos correspondentes ap6s neutralizagio, branqueamento e desodorizagdo.
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10.1 Evolug¢do do teor de PAHs ao longo da refinaciio de azeite

O teor total de PAHs decresceu de 38,95 pg/kg no azeite lampante para 7,00 pg/kg

na sua forma desodorizada (Quadro XIX).

Quadro XIX: Teor de PAHs (pg/kg) em azeite ao longo da refinagio

M

Azeite | Lampante | Neutralizado | Branqueado | Desodorizado
PAH Média + d.p. Média + d.p. Média + d.p. Média + d.p.
Naftaleno 10,64 + 0,25 3,75+0,14 4,40 + 0,34 2,68 +1,04
Acenafteno 3,060,227 3,13+ 0,40 4,34 + (0,39 0,07 £0,01*
Fluoreno 1,46 + 0,20 1,24 + 0,05 1,53 £ 0,05 0,08 +0,01
Fenantreno 13,22+0,88 | 12,09+1,07 12,26 + 0,82 1,08 +0,03
Antraceno 0.67+0,05 0,61 £0,03 0,66+ 0,03 0,06 +0,00
Fluoranteno 3,79 +£0,26 3,26+ 0,34 39874 0,13 0,50 +0,02
Pireno 2,57 +£0,10 230016 2,89 + 0,54 0,58 +0,02
Benz[a]antraceno 0,42 +0,01 0,42 +0,06 0,47 + 0,05 0,18 +0,02
Criseno 1,05+0,13 0,74 +0,07 0,42 + 0,08 0,38 +0,08
Benzo[b]fluoranteno 0,43 +0,04 0,39 +£0,02 0,49 + 0,02 0,31 +0,01
Benzo[k]fluoranteno 0, 12+0,00 0,13 +0,01 0,18+ 0,03 0,11+0,00
Benzo[a]pireno 0,27+ 0,00 0,20+ 0,03 0,19 + 0,02 0,17 £0,01
Dibenz[a,h]antraceno 0,29 + 0,04 0,15 0,02 0,10 £ 0,00 0,07 £ 0,00
Benzo[g,h,i]perileno 0,51+0,01 0,41 £0,02 0,54 +0,19 0,35+ 0,02
Indeno[1,2,3-cd]pireno | 0,45 +0,04 0,42 + 0,00 0,43 £+ 0,00 0,36 + 0,01

Total 38,95 29,25 32,27 7,00

IO i WO . - S VRS . O | VRPN . . ... W—
* abaixo do limite de quantificagdo

A marcada diferenga obtida foi resultado do decréscimo de todos os compostos ao

longo da refinago, com destaque para os de menor peso molecular (2-4 anéis) (Figura

5) essencialmente como resultado da desodorizagdo (Figura 6); o impacto desta etapa

nas espécies de maior peso molecular (5-6 anéis) € menos marcado. Este facto, aliado a

ndo utilizacdio de carvio activado no branqueamento, ajuda a explicar a menor descida

dos PAHs de maior numero de anéis.

O azeite lampante ja cumpria os critérios da GSFS para PAHs totais (19,00 pg/kg) e

de alto peso molecular (2,06 pg/kg). Logicamente, o azeite desodorizado apresentou

valores considerados ainda mais seguros (2,88 pg/kg de PAHs totais e 1,38 ug/kg de
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PAHs de alto peso molecular). O teor em PAHs carcinogéneos e o indice de
carcinogenecidade foram também objecto de uma descida dos seus valores (de 3,02 para
1,59 pg/kg e 0,69 para 0,33, respectivamente).

Pode concluir-se que, como esperado, o azeite desodorizado apresenta um
patriménio de PAHs mais delapidado, representando uma vantagem do ponto de vista
de seguranga toxicoldgica.

Estes resultados corroboram a teoria defendida por Speer et al. [87] quando
argumentam que os consumidores ao preferirem um 6leo nédo refinado estdo a expor-se

a teores aumentados de PAHs em relagfio aos equivalentes refinados.

Figura 5: Decréscimo da concentragiio de PAHs no azeite apos refinagio

(concentragio desodorizado/bruto, em %)

Naftaleno IR : faER 25%
Acenafteno [ 2%
Fluoreno iR 5%
Fenantreno 8%
Antraceno [EE ] 10%
Fluoranteno |G 13%
Pireno i i ] 23%
Benz(a)antraceno [EE g | 44%
Criseno [ 36%
Benzo(b)flucranteno iR P R e 72%
Benzo(k)fuoranteno | ¢ 90%
Benzo(a)pireno it B 65%
Dibenz(a,h)antraceno [ I 25%
Benzo(ghi)perileno ] : sl : [ 70%

Indeno(1,2,3-cd)pireno il 81%

T T T T T T

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Nio se observou ao longo do processo refinativo, um decréscimo continuo de PAHs.
Alids, durante a fase de branqueamento verificou-se um aumento da maioria dos PAHs

do azeite (apenas o dibenz[a,h]antraceno e o criseno diminuiram), o que se traduziu

num ligeiro acréscimo do teor total de PAHs — de 29,25 para 32,27 pg/kg.
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A fase de neutrallizacfio foi responsavel pelo primeiro decréscimo da concentragdo
de PAHs. Nesta etapa verificou-se uma diminuigdo do valor de quase todos os PAHs
(com excepgdo do acenafteno e benzo[k]fluoranteno).

A desodorizagio privilegiou, como era de supor, o decréscimo dos PAHs mais
volateis (menor peso molecular).

A desodorizacdo foi a principal protagonista na diminui¢do de PAHs observada
durante a refinagdo do azeite em estudo e juntamente com a refinagdo alcalina,
constituem as fases responsaveis pelos baixos teores nos 6leos finais; pelo contrario o

branqueamento teve acgdo no sentido inverso

Figura 6: Evolucfio do teor de PAHs durante a refinagiio do azeite

120%
100% -
80%
60% -

40% -

20% -

OU/D T T T
lampanante neutralizado branqueado desodorizado

—a—Baixo PM —a—Alto PM — —»- - Total

O azeite lampante apresentava teores em PAHs totais mais elevados que os
observados para os azeites virgens comercializados analisados (26,35 ¢ 18,02 ng/ke)
(vide supra). Contudo, o perfil obtido foi relativamente semelhante, com predominio do
fenantreno, naftaleno e fluoranteno. No azeite lampante, apesar das contribuigdes
absolutas de PAHs de maior peso molecular serem geralmente superiores as dos outros
6leos, o valor relativo era algo inferior: apenas 5,3% do total. A quantidade de PAHs

carcinogéneos e o indice de carcinogenecidade neste azeite lampante, respectivamente

3,02 pg/kg e 0,69, eram maiores que 0s observados nos azeites virgens.
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10.2 Evolucio do teor de PAHs ao longo da refinagiio de 6leo de soja

A concentragio de PAHs determinada no 6leo de soja bruto era elevada, cerca de

| 65,33 pg/kg (Quadro XX), apenas superada no decurso deste estudo pela amostra de

6leo de sésamo, com 76,96 pg/kg.

O efeito da refinagiio no teor de PAHs fica bem patenteado neste exemplo, como se

pode observar pelo muito menor valor destes compostos no 6leo refinado (8,67 pg/kg).

Apenas as concentragdes de benzo[g,h,i]perileno e indeno[1,2,3-cd]pireno se

mantiveram praticamente inalteradas; todos os outros PAHs, de baixo e alto peso

molecular, viram os seus teores diminuirem acentuadamente (Figura 7).

Quadro XX: Teor de PAHs (Lg/kg) em éleo de soja ao longo da refinacio

Oleo de soja Bruto Neutralizado | Branqueado | Desodorizado
PAH Média + d.p. Média + d.p. Média + d.p. Meédia + d.p.
Naftaleno 5,46 + 0,96 2,04 £ 0,29 4504133 2,41 +0,03
Acenafteno 10,01 £ 0,71 6,28 + 0,20 6,92 + 0,44 0,28 + 0,00
Fluoreno 2,26 +0,16 1,45+ 0,04 1,81 +0,08 0,11 +£0,01
Fenantreno 25,04+1,78 | 16,91+0,79 | 16,85+ 1,45 1,58 £ 0,00
Antraceno 4,32 +0,30 2,97 £0,16 2,49 +£0,19 0,08 £ 0,00
Fluoranteno 7,40 £ 0,45 5,73 0,28 4,47 +£0,23 0,90 £ 0,07
Pireno 5,67 £ 0,50 4,63 +£0,28 5,04 +£0,15 1,70 + 0,00
Benz[a]antraceno 2,17+0,14 1,60+ 0,11 0,95+ 0,14 0,40 £ 0,00
Criseno 1,26 + 0,09 0,95 +0,10 0,43 + 0,05 0,34 £0,01
Benzo[b]fluoranteno 0,56 = 0,05 0,43 £ 0,03 0,23 +0,01 0,20 £ 0,00
Benzo[k]fluoranteno 0,21 £0,03 0,15 £0.01 0,11 +0,02 0,08 0,00
Benzo[a]pireno 0,30 + 0,03 0,23 + 0,03 0,17 +0,02 0,09 £+ 0,00
Dibenz[a,h]antraceno 0,19 +0,04 0,13 +£0,03 0,15 +0,02 0,04 +£0,01*
Benzo[g,h,i]perileno 0,23 £0,05 0,41 + 0,06 0,34 + 0,06 0,23 + 0,04
Indeno[1,2,3-cd]pireno | 0,27 +0,06* | 0,26+ 0,02* | 0,24+0,01* | 0,25+0,01*
Total 65,33 44,15 44,71 8,67

* abaixo do limite de quantifica¢do
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Figura 7: Decréscimo da concentragiio de PAHSs no 6leo de soja apés refinagio

(concentragio desodorizado/bruto, em %)
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Este 6leo de soja, quando refinado, satisfaz os critérios de PAHs totais, com 4,45
pg/kg, de alto peso molecular, com 0,89 pg/kg, e de Bla]P, com 0,09 ug/kg. No
entanto, enquanto bruto e apds neutralizagfo e branqueamento, os teores de PAHs totais
ainda ultrapassavam o recomendado, com 39,19, 27,83 € 26,42 ng/kg, por esta ordem.
No 6leo bruto, e por conseguinte nos que lhe seguiam, o valor para os PAHs de alto
peso molecular (1,74 pg/kg) e B[a]P (0,30 pg/kg) ja ndo constituiam problema.

Similarmente, a quantidade de PAHs carcinogéneos e relacionado indice de
carcinogenecidade viram-se diminuidos pela eficacia do processo refinativo, decaindo
de 4,94 para 1,39 pg/kg e de 0,79 para 0,21, respectivamente.

As etapas mais eficazes na quebra das concentragdes de PAHs foram a
desodorizagdo, com o maior contributo, e a neutralizagio (Figura 8). Nesta ultima,
observa-se a diminui¢cdo de todos os compostos, & excepgdo do benzo[g,h,i]perileno,

para valores de cerca de 65-75% dos teores originais. A queda continua durante o

branqueamento para alguns compostos, enquanto para outros (naftaleno, acenafteno,
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fluoreno, fluoranteno, pireno e dibenz[a,h]antraceno) notou-se um aumento, ji
observado no caso do azeite.

A confirmar as expectativas, a desodorizagdo teve como resultado um decréscimo
muito acentuado dos PAHs de menor peso molecular e mais moderado dos compostos
com maior nimero de anéis aromadticos, 4 semelhanga do detectado no processamento

do azeite.

O baixo teor encontrado apds a refinagfo, era fruto do papel da desodorizagdo e

refinagfo alcalina, principalmente daquela.

Figura 8: Evolugio do teor de PAHs durante a refinago do éleo de soja
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Apbs refinagdo, o 6leo de soja examinado apresentava teores finais de PAHs (8,67
ng/kg) muito préximo do observado nos congéneres estudados (amostra 1: 9,33 pg/kg,
amostra 2: 10,81 pg/kg e amostra 3: 9,31 pg/kg). A concentragio de B[a]P foi
inclusivamente igual (0,09 pg/kg) entre este exemplar e as amostras 1 e 3 (vide supra).

No que respeita ao perfil de PAHs, o 6leo de soja desodorizado aproximou-se mais
da amostra 2, embora os principais contribuintes relativos sejam semelhantes em todos:
naftaleno, fenantreno e pireno. Entre as diferengas destaca-se a maior presenga de
acenafteno, benz[a]antraceno e criseno e menor de fluoreno.

Houve também concordéncia no que respeita aos PAHs carcinogéneos, cujo valor de
1,39 pg/kg identificado no 6leo de soja desodorizado se encaixa no intervalo verificado

nas amostras comerciais (0,76-1,50). Situagdo exactamente idéntica verificou-se com o

115




RESULTADOS E DISCUSSAQ

indice de carcinogenecidade; sendo o valor no éleo de soja de 0,21 e o intervalo
observado nos outros 6leos de girassol refinados de 0,19 a 0,35.

Talvez se possa concluir que a amostra estudada em mais pormenor ao longo do
processamento pode ser considerada um protétipo do que sucedeu tecnologicamente

com os outros 6leos de soja.
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10.3 Evolugiio do teor de PAHs ao longo da refinagéo de éleo de girassol

O Quadro XXI apresenta os resultados analiticos do estudo da evolugdo do teor em

PAHs durante a refinagdo de um Gleo de girassol. Esta amostra apresentava, apos

refinacdo, uma concentragio de 4,90 ng/kg, quando em bruto exibia 17,36 pg/kg. Todos

os compostos determinados foram cumplices dessa descida, apresentando, na sua

maioria, taxas de decréscimo muito préximas (Figura 9).

Parece possivel afirmar que, do ponto de vista estritamente toxicologico, a versdo

bruta deste 6leo quase ndo precisava ser refinada. De facto, satisfazia largamente 0s

requisitos da GSFS, apresentando um total de PAHs (8,62 pg/kg) nitidamente abaixo

dos estipulados 25 pg/kg e de PAHs de alto peso molecular (1,77 pg/kg) aquém dos

_estabelecidos 5 pg/kg. Evidentemente, apés refinagdo, estes pardmetros ainda se

valorizavam mais, correspondendo a 2,14 e 0,37 pg/kg, respectivamente.

Quadro XXI: Teor de PAHs (ug/kg) em 6leo de girassol ao longo da refinacgio

———————————————————————————————————————————————————————————————
3 i Bruto Neutralizado | Branqueado | Desodorizado
PAH Média + d.p. Média + d.p. Média + d.p. Média + d.p.
Naftaleno 6,28 £ 0,53 2,12+0,10 2,02+0,51 2,03 +0,40
Acenafteno 0,18 +£0,01 n.d. n.d. 0,13 +£0,00
Fluoreno 0,53 +£ 0,01 0,54 + 0,01 0,42 £ 0,03 0,16 +0,02
Fenantreno 3,08 =092 5,00 £ 0,05 3,58 £0,29 1,38+0,16
Antraceno 0,39 +0,02 0,47 £ 0,02 0,17+0,01 0,08 + 0,00
Fluoranteno 1,18 £ 0,13 1,29 + 0,02 0,70 £ 0,09 0,34 + 0,08
Pireno 1,72 £0,50 1.37 0. 13 0,54 + 0,04 0,36 £ 0,05
Benz[a]antraceno 0,15+0,01 0,16 £ 0,00 0,06 + 0,00 0,03+ 0,01*
Criseno 0,12 £ 0,00 0,11 40,02 0,02 £ 0,00* | 0,03 +0,00*
Benzo[b]fluoranteno 0,51 +0,13 0,23 £0,00 0,12 40,00 0,08 + 0,01
Benzo[k]fluoranteno 0,06 +£0,00 0,05+ 0,01 0,03 + 0,00 0,03 £0,00
Benzo[a]pireno 0,15 20,00 0,11 +0,01 0,04 + 0,00 0,04 + 0,00
Dibenz[a,h]antraceno 0,07 +£0,00 0,05 £ 0,00 0,04 + 0,00* 0,06 + 0,00
Benzo[g,h,i]perileno 0,98 + 0,02 0,29 £ 0,02 0,23 £0,03 0,17 £0,01
Indeno[1,2,3-cd]pireno n.d. n.d. n.d. n.d.
Total 17,36 11,80 7,96 4,90

n.d. — ndo detectado

* abaixo do limite de quantificagdo
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Tal-qualmente, o B[a]P j4 existia no 6leo bruto numa concentragdo menor que 1

ng/kg, concretamente 0,15 pg/kg, tendo, no decurso da refinagdio, caido para 0,04

pg/ke.
B de realcar que o teor inicial (em bruto) de PAHs carcinogéneos era menor (1,06

ng/kg) que os do azeite e 6leo de soja refinados (1,59 e 1,39 pgrkg, respectivamente), e

que ap6s desodorizagio atingiu o nivel baixissimo de 0,26 pg/kg.
Fenémeno semelhante foi observado para o indice de carcinogenecidade que, durante

a refinagdo, passou de 0,29 para 0,11, o0 mais baixo de todo o trabalho.

Figura 9: Decréscimo da concentragiio de PAHs no 6leo de girassol apos refinacio

(concentragdo desodorizado/bruto, em %)
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Ao longo do processamento, o teor total de PAHs foi continuamente decrescendo
(17,36 pg/kg no bruto, 11,80 pg/kg no neutralizado, 7,96 pg/kg no branqueado e 4,90
pg/kg no desodorizado).

O efeito da neutralizagio sobre os PAHs foi simil ao observado para o azeite ¢ para a
soja. O branqueamento do 6leo de girassol teve, apesar das baixas concentragdes

iniciais, um maior impacto na redugfio das espécies de maior peso molecular. Este
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fenémeno pode ser explicado pelo recurso a carvdo activado nesta etapa neste 6leo em

particular.

Por outro lado, a desodorizagio apesar de baixar os PAHs de menor peso molecular,

f-lo menos severamente que para os outros 6leos (azeite e soja), provavelmente pelos

reduzidos teores destes que se apresentavam no 6leo apos branqueamento.

Figura 10: Evolucfio do teor de PAHs durante a refinagio do éleo de girassol
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Quando comparados os teores de PAHs do ¢leo de girassol desodorizado e aqueles
obtidos da mesma semente disponiveis comercialmente (vide supra), observa-se que o
primeiro apresenta cerca de metade (4,90 pg/kg) da ja baixa concentragio exibida por
estes (9,72, 9,38 e 8,78 pg/kg). Alids, o teor em PAHs deste oleo ndo tem paralelo com
qualquer outro analisado no ambito deste estudo. Neste mesmo sentido, a quantidade de
PAHs carcinogéneos, cerca de 0,26 pg/kg, e o indice de carcinogenecidade (0,11) foram
menores que os verificados para outros 6leos de girassol.

Em termos de perfil de PAHs, as diferentes amostras apresentaram bastantes

afinidades, com predominio do naftaleno e do fenantreno.
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10.4 Efeito da refinacio nos 6leos analisados

Em cada um dos trés 6leos vegetais estudados (azeite, soja e girassol) observou-se
uma redugio categérica dos teores totais de PAHs durante a refinagéo, tal como ja havia
sido demonstrado em trabalhos anteriores [12,26,85,89,88].

A concentragio global de PAHs decresceu 82%, 87% e 72% apos refinagdo nas
amostras de azeite e 6leos de soja e girassol, respectivamente. A magnitude destas
reducdes foi similar as observadas por Larsson et al. [85] (82-84%), enquadra-se nas
descritas por Cejpek et al. [12] (27-82%; média 57%) e é superior as referidas por
Dennis et al. [26] (50-54%). Por outro lado, Biernoth ¢ Rost [88] e Sagredos ef al. [89]
encontraram redugdes superiores a 99% nas suas amostras de Oleos de coco.
Possivelmente, duas situagdes concorreram para estes resultados: o elevadissimo grau
de contaminacfo inicial das amostras (1923 e 1940,7 pg/kg) e a aplicagdo de carvdo
activado no branqueamento.

O decréscimo dos teores de PAHs de menor peso molecular observado nas amostras
estudadas foi de 85%, 88% e 71% para o azeite e os Oleos de soja e girassol,
respectivamente. Este nivel de redugfio enquadra-se no descrito por outros trabalhos
[12,26,85] para este tipo de PAHs, que vagueia entre 57-92%. Este intervalo exclui,
obviamente, os resultados de Biernoth e Rost [88] e Sagredos et al. [89] que
expressaram redugdes maiores que 99%.

Nos congéneres de alto peso molecular, a redugdo da concentragdo evidenciada foi
de 33% para o azeite, 49 % no dleo de soja e 79% no 6leo de girassol. A maior
diminuicdo dos teores de PAHs de maior numero de anéis aromaticos neste ultimo dleo
explica-se fundamentamente pela aplicagio de carvio activado na fase do
branquenamento, que se reflecte, fundamentalmente, numa remogdo maci¢a dos
compostos com 5 e 6 anéis. Com o recurso a esta mesma técnica, Biernoth e Rost [88] e
Sagredos et al. [89] conseguiram diminuir o teor para valores abaixo de um 1% dos
iniciais. No entanto, pensa-se que a superior eficacia evidenciada por estes autores se
deva, essencialmente, s enormes diferengas no nivel de contaminagdo entre amostras
em bruto, até porque a concentragio final de PAHs de alto peso molecular no 6leo de
girassol avaliado neste trabalho (0,37 pg/kg) ndo era muito dispar da observada por

Sagredos et al. [89] (0,20 pg/kg) para o 6leo de coco.
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Os valores de decremento apontados noutros estudos para os PAHs de maior peso
molecular sio mais modestos: 11% [26], 22% [85] e 41% [12]. Todavia, nenhuma das
amostras incluida nestes trabalhos foi submetida a tratamento com carvio activado, o
que pode ajudar a explicar estes resultados. Em sentido inverso, um 6leo de soja
avaliado por Dennis ef al. [26] apresentou um aumento, nio explicado, dos seus teores
em PAHs de peso molecular elevado em 59%.

Em termos inviduais, e & excepgiio do benzo[g,h,i]perileno no 6leo de soja, todos os
compostos avaliados viram os seus teores reduzidos de forma significativa pela
refinago, com especial destaque para os de baixo peso molecular. No caso particular do
6leo de girassol, as diferengas nas taxas de diminuigdo entre PAHs de maior ou menor
peso molecular esbateram-se, pela utilizagdo de carvio activado no processamento
tecnologico.

Todavia, algumas das conclusdes do estudo apresentado relativas a eliminagéio de
PAHs durante a refinacdo, niio sdo totalmente concordantes com resultados publicados
anteriormente [12,26,85], nomeadamente no que concerne ao decréscimo de PAHs de
alto peso molecular, com o handicap de ter sido avaliada apenas uma amostra de cada
etapa da refinagdo dos dleos vegetais.

Neste contexto, Cejpek e colaboradores [12] observaram, na maioria dos lotes
analisados de 6leo de colza, um decréscimo estatisticamente significativo (IC = 95%)
nos teores de PAHs de baixo peso molecular (fenantreno, antraceno, fluoranteno e
pireno), do benz[a]antraceno e do benzo[a]pireno ao longo do processo de refinagdo. A
diminui¢do de outros PAHs de maior peso molecular (criseno, benzo[b]fluoranteno,
benzo[k]fluoranteno, indeno[1,2,3-cd]pireno) ndo foi estatisticamente significativa,
enquanto as quantidades de dibenzo[a,h]antraceno e benzo[g,h,i]perileno
inclusivamente aumentaram. No trabalho de Dennis [26], e tomando todos os diferentes
tipos de 6leos analisados (colza, soja, peixe e milho) como um todo, as Unicas redugdes
estatisticamente significativas (IC= 95%) apos refinagio foram observadas para o
fluoranteno, o pireno, o benz[a]antraceno e o criseno (o fenantreno e o antraceno ndo
foram analisados). Padrdes similares de redugdio de PAHs foram obtidos por Larsson ef
al. [85] e Sagredos et al. [89], que relataram remogoes marcadas do fluoranteno e do
pireno durante a refinagdo, enquanto as subtracgdes do criseno e do benz[a]antraceno
foram, regra geral, muito menores.

Ha um elevado grau de concordéncia entre a maioria destes estudos [12,26,85,89] e o

trabalho que se apresenta relativamente & diminuigdo dos teores de fenantreno,
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antraceno, fluoranteno e pireno, como resultado da refinagdo quimica. Ressalva-se que
o efeito da refinagio sobre os teores de naftaleno, acenafteno e fluoreno nao pode ser
discutido comparativamente com trabalhos publicados, pois estes ndo pesquisaram 0S
referidos PAHs. Pode-se, adsé, supor as alteragdes que sofreram naqueles estudos pelas
expressas pelos PAHs quimicamente mais proximos, o que permite teorizar que tenham
sofrido redugdes dos seus valores, a exemplo do que se observou neste estudo.

Contudo, o decréscimo de PAHs de alto peso molecular nos 6leos vegetais apos
refinagdio ndo foi conclusivo na maioria dos estudos [12,26,85,89], nem harmonico com
o aqui descrito. De uma forma geral, os resultados destas investigagdes nido fornecem
evidéncias que os processos de refinagio empregues na produgdo das amostras tivessem
qualquer efeito na redugdio dos niveis dos PAHs de maior peso molecular; a excepgio €
o decréscimo do B[a]P nos éleos de colza avaliados por Cejpek et al. [12].

Refira-se que nenhum dos 6leos vegetais analisados no seio de qualquer um destes
estudos havia sido submetido a branqueamento com carvio activado no procedimento
refinativo que, de acordo com Dennis ef al. [26], ¢ uma condigdo necessaria para haver
reducdes significativas nos PAHs de 5 e 6 anéis, pois o impacto que a desodorizagdo
tem nestes compostos ¢ relativamente pequeno. Biernoth e Rost [88] e Sagredos et al.
[89] ja haviam demonstrado a eficacia desta técnica, em 6leos de coco, ao diminuir 0s
teores de PAHs de maior peso molecular para menos de 1% do seu valor original. Este
argumento pode ajudar a explicar os resultados obtidos no o6leo de girassol, mas nido o
faz para o azeite e 6leo de soja.

Da observagio detalhada dos resultados, denotou-se que as etapas mais activamente
implicadas na redugio dos compostos de S e 6 anéis foram a neutralizagdo e a
desodorizagdo. Estas etapas - mais a neutralizagio - mas ndo o branqueamento, ja
haviam demonstrado diminuir os teores desta classe de PAHs, ainda que de forma
estatisticamente significativa apenas para o B[a]P [12].

O efeito da desodorizacdo na redugio dos teores de PAHs de peso molecular mais
baixo encontra-se inequivocamente demonstrado [12,17,88]. E, também, perfeitamente
inteligivel que o impacto desta etapa seja menos acentuado nos congéneres de maior
peso molecular. No entanto, bioquimicamente nio serd muito plausivel que haja um
ponto de clivagem a partir do qual os efeitos da desodorizagdo ndo se fagam sentir; €
mais verosimil que estes se atenuem com o aumento do peso molecular dos compostos,

que foi, genericamente, 0 observado.
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Provavelmente, mais dificeis de explicar serfio os resultados do trabalho de Cejpek e
colaboradores [12], no qual alguns compostos com peso molecular igual ou muito
préximo, como por exemplo o benz[aJantraceno e o criseno, manifestaram
comportamentos divergentes.

Faltam, porém, algumas informagdes presumivelmente importantes para uma
discussio mais substanciosa, como as relativas ao tempo e temperatura de
desodorizacio a que foram submetidos os Oleos vegetais avaliados nos diversos
trabalhos.

Como se pode constatar, os investigadores tém-se dedicado ao estudo do efeito da
refinacdo dos 6leos vegetais nos PAHs desde ha varias décadas. Todavia, e ao melhor
do conhecimento actual, apenas um trabalho cientifico [12] avaliou o teor de PAHs ao
longo das vérias etapas da refinagfio de um 6leo vegetal, neste caso de colza.

Os autores [12] concluiram que as etapas tecnologicas a que sujeitaram o 6leo bruto
concorreram para um decréscimo evidente dos niveis de PAHs, principalmente de baixo
peso molecular. Os passos mais efectivos nessa diminuigdo foram a refinagdo alcalina e,
principalmente, a desodorizagdo [12]; o branqueamento teve um pequeno efeito. Os
resultados obtidos confirmam estas observagdes.

De uma forma geral, os resultados de Cejpek ez al. [12] confirmaram que o total de
PAHs decresce continuamente durante o processamento tecnolégico, tendo cada um dos
passos que se seguiu & extracgdo contribuido para essa diminuigdo evidente. Esta
involugdo constante da concentragdo de PAHs ao longo do processamento nao foi
observada para todas as amostras do estudo. No caso particular do azeite, houve um
aumento do teor de quase todos os compostos, com excepgdo do criseno, do B[a]P e do
dibenz[a,h]antraceno. No 6leo de soja, houve oscilagdes em ambos os sentidos que se
equivaleram, pelo que, praticamente, nio alteraram a concentragdo de PAHs apos o
branqueamento. No caso do 6leo de girassol, € como havia sido usado carvido activado,
observou-se uma descida na quantidade de PAHs. Ao contrario, no processamento do
azeite e soja este material (carvdo activado) ndo era utilizado, mas somente argilas
activadas. Esta ocorréncia, por si s6, ndo justifica os resultados observados,
especulando-se que possa ocorrer, nesta fase, uma contaminag¢fo, eventualmente por
parte das argilas activadas.

Em jeito de conclusdo, pode referir-se que a refinagéo ¢ responsavel pela diminuigéo
dos teores de PAHs, fundamentalmente de peso molecular baixo, em 6leos vegetais. A

aplicagdo de carvio activado durante o branqueamento, ainda que ndo frequente, parece
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vantajosa na diminuigio do risco toxicolégico. Os seus efeitos sdo mais marcados nos
PAHs de maior peso molecular, onde se incluem os compostos com maior potencial
carcinogéneo, e sio complementares aos da desodorizagdo, que se expressam sobretudo
nos congéneres de menor peso molecular.

Assim, e se por imperativos de ordem econémica, o tratamento com carvéo activado
ndo for pratica corrente, ¢, pelo menos, desejavel que as industrias refinadoras
monitorizem regularmente os teores de PAHs de alto peso molecular nos 6leos brutos,
com o objectivo de que as que apresentem niveis preocupantes serem tratadas com tal

procedimento.
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11. ESTIMATIVA DE INGESTAO DE PAHs COM ORIGEM EM OLEOS
VEGETAIS

Apesar das concentragdes de PAHs em o6leos vegetais descritas na literatura ndo
serem habitualmente altas, o consumo elevado destes géneros alimenticios pode tornd-
los fontes importantes de PAHs, como observado por Dennis et al. [62] e de Vos et al.
[63].

Com o objectivo de estimar o aprovisionamento de PAHs a que a populagdo
portuguesa esta sujeita pela ingestdo de oleos vegetais, utilizaram-se os dados descritos
ao longo desta dissertagio. Uma vez que o ultimo inquérito alimentar a nivel nacional
tem mais de 20 anos (1980), o que o torna quase obsoleto com as modificagdes do
comportamento alimentar, utilizou-se a informagdo sistematizada na balanga alimentar
da FAO de 2000 [167] acerca da disponibilidade de 6leos vegetais pela populagdo
portuguesa (Quadro XXII).

Quadro XXII: Disponibilidade de éleos vegetais em Portugal [167]
(kg/pessoa/ano)

I e T e s o U S S T S |

Oleo vegetal kg/pessoa/ano
Oleo de soja 3,4
Oleo de amendoim 0,3
Oleo de girassol 5,8
Oleos de colza e mostarda -
Oleo de algodio -
Oleo de palma vermelha 0,0
Oleos de palma 2,6
Oleo de coco 0,1
Oleo de sésamo 0,0
Azeite 4,0
Oleo de milho 0,3
Total 16,6

#

A utilizacio destes dados acarreta algumas limitagOes; entre outras, estes valores sdo

relativos & disponibilidade e nfio ao consumo, ou seja, ndo hé informagdes relativas ao
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que ¢ desperdicado (ndo ingerido), por exemplo, o que no caso dos 6leos vegetais ¢
significativo — basta referir a utilizagdo e subsequente descarte apds o processo de
fritura.

Por outro lado, os resultados encontrados nfio podem ser considerados como
representativos dos 6leos vegetais & venda em Portugal, devido ao numero limitado de
amostras e a aquisi¢do se ter restringido a uma drea geografica e tempo restritos. Assim,
as observacdes feitas devem ser encaradas com meramente indicativas ¢ nao
conclusivas.

Com base nos dados facultados pela FAQ, a disponibilidade anual de 4,0 kg de azeite
traduzir-se-ia num aporte de 88,7 g dos 15 PAHs avaliados e de 0,7 pg de B[a]P.

Estes valores sdo inferiores ao relatados por Menichini ef al. [96] que estimaram que
0 azeite na sua totalidade (virgem e refinado), com um consumo anual per capita em
Italia de ca. 9,4 kg, seria responsavel por uma ingestdo média anual de 560 pg da soma
dos 8 PAHs detectados. Com o handicap do limite de detecgdo ser de 3 pg/kg, o B[a]P
nio foi encontrado nas amostras daquele estudo [96].

Resultados completamente diferentes foram difundidos por Lodovici et al. [64], que
estimaram que os 35g/pessoa/dia de azeite ao dispor dos italianos eram responsaveis por
uma ingestdo didria de 35ng de PAHs, ou seja 12,8 g por ano.

Os valores apontados neste trabalho (88,7 pg/ano) enquadram-se entre os descritos
por estas duas equipas de investigagdo (64,96) (12,8-560 pg/ano).

No Brasil a disponibilidade anual per capita de azeite ¢ cerca de 100 mL [102]. No
entanto, estima-se que, ¢ devido a restrigdes econmicas, uma pequena parte da
populagdo seja responsével pela maioria do azeite consumido, recalculando-se um novo
valor de disponibilidade per capita em 2000 mL. Considerando um valor médio de 2,4
ng/kg de B[a]P nos azeite, neste estudo [102], as disponibilidades anuais seriam de 0,22
ug e 4,32 pg conforme as situagdes atras referidas. As amostras de azeite avaliadas
apresentaram um teor médio de B[a]P muito menor (0,18 ug/kg), o que se reflete
também num menor aporte anual de B[a]P, de cerca de 0,7 pg.

A disponibilidade anual dos restantes oleos vegetais € de 12,6 kg por pessoa. Para
estimar a contribuicdo total destes dever-se-ia, idealmente, multiplicar a média das
concentragdes de PAHs de cada tipo de dleo pela sua disponibilidade especifica. No

entanto, e como ha temos dados relativos ao 6leo de palma, recorreu-se a outra

alternativa que passa por utilizar a disponibilidade total destes Oleos (12,6
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kg/pessoa/ano) e a média de concentragdes dos ¢leos alimentares avaliados (19,51
pg/kg). Deste modo, a disponibilidade anual de PAHs com esta origem ¢ de 245,9 ug e
a de B[a]P corresponde a 2,5 pg.

A ingestio anual per capita de PAHs estimada por Hopia e colaboradores [83] foi de
40 pg provenientes de 6leos vegetais. No entanto, neste caso particular, estd-se a falar
de um consumo que representava anualmente na Finldndia, em 1982, cerca de 1,8 kg
por pessoa. A quantidade total de 6leos e gorduras ascendia a 230 pg, divididos da
seguinte maneira, para além dos ¢leos: 27ug da manteiga, 160pg das margarinas ¢ 3 pug
de misturas de manteiga (80%) e 6leos vegetais (20%).

Quando escalpelizados os dados dos diversos tipos de 6leos vegetais que
constitufram a amostra em estudo, observou-se que o 6leo de girassol, a despeito de
possuir a menor concentragdo de PAHs, era o maior contribuinte individual, com uma
disponibilidade anual de 53,9 pg de PAHs e 0,5 pg de B[a]P. Os restantes Oleos
avaliados contribuiam com uma disponibilidade anual de PAHs e B[a]P de,
respectivamente, 3,0 e 0,03 pg no éleo de amendoim, 33,4 e 0,4 pg no equivalente de
sojae 6,1 e 0,1 pg no derivado do milho.

Pupin e Toledo [86] concluiram que os oleos vegetais, como o de soja e
principalmente o de milho, contribuem com uma quantidade significativa de B[a]P na
alimentagdo dos brasileiros. Estimaram que a disponibilidade anual e didria de B[a]P
proveniente de dleo de soja seria de 31,1 e 0,09 pg por pessoa, respectivamente, € a
atribuida ao 6leo de milho seria ainda maior, 152,6 e 0,4 pg, por esta ordem [86]. A
contribui¢iio dos outros 6leos por eles estudados (colza, girassol, arroz, palma e alho) ¢
muito menos significativa por causa da sua menor disponibilidade e nivel de
contaminacdo. Os valores relativos & contribui¢io dos oleos de soja e milho sdo
extraordinariamente elevados. Segundo os autores [86], talvez se expliquem, em parte,
por as refinarias brasileiras nfio usarem carvio activado que, desde os trabalhos de
Biernoth e Rost [88], se sabe que reduzem os niveis de PAHs de alto peso molecular,
onde o B[a]P se inclui. Recorrem a desodorizagdo que remove os PAHs de 2-3 anéis
permanecendo no 6leo, todavia, os de maior peso molecular (4-5 anéis).

Nio existem em Portugal estimativas da ingestdo alimentar de PAHs. Nesta
circunstincia, utilizaram-se os valores descritos na literatura referentes a outras
realidades alimentares, para tentar perceber a dimensdo dos 6leos vegetais como

fornecedores destes contaminantes.
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A exposi¢do didria a PAHs por via alimentar foi estimada por diversos autores, sendo
diversos os valores apontados: 3,7 pg [62], 5 a 17 ug [63], 3 pg [64,71], 1,1 a 22,5 [65]
e 1,6-16 pg [70]. No que respeita a ingestdo didria de B[a]P, os estudos indicam o
seguinte: 250 ng [62], 120 a 290 ng [63], 140 ng [66], 32 ng [76] e 50 ng [78].

De acordo com os dados obtidos, o azeite e os outros Gleos vegetais disponibilizam
em conjunto, anualmente, 334,6 pg de PAHs e 3,2 pg de B[a]P. Em termos diarios sio
920 ng e 8,72 ng, respectivamente.

No exercicio audaz de tomar os dados dos diversos estudos de estimativa de ingestdo
como um todo, a contribuido dos éleos vegetais seria de 13,3% para o aporte dos PAHs
totais e 6,4% para o aprovisionamento de B[a]P.

Como se pode constatar pela comparagdo com as estimativas de ingestfio alimentar,
os 6leos vegetais constituiriam um consideravel foco de contaminagfio com estes
compostos, apesar dos baixos niveis de concentragdo que as amostras exibiram.

Alids, estes valores igualam ou inclusivamente superam oS enunciados para a
exposigdo respiratoria a estes cancerigenos: 370 ng [64], 210 ng [70] e 20 a 2000 ng
(ambiente urbano) e 0,2 e 200 ng (meio rural) [78].

Ademais, a contribui¢do dos 6leos vegetais ¢ das mais facilmente controlaveis, pois
existem meios eficazes de diminuir as concentragdes de PAHs nesta matriz alimentar,
como uma secagem apropriada das sementes, uma eficiente e controlada desodorizag@o

¢ 0 recurso ao carvio activado no branqueamento.
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12. CONCLUSOES

Os valores totais dos 15 PAHs determinados nos ¢leos vegetais que constitufram a
amostra podem considerar-se baixos, enquadrando-se, de uma forma geral, no limiar
inferior dos valores descritos na literatura cientifica para esta matriz alimentar. Os
PAHs de menor peso molecular foram os mais representativos em todas as amostras
avaliadas; a contribui¢cdo dos compostos de peso molecular mais elevado, como o sdo a
maioria dos PAHs carcinogéneos, foi marginal.

Observaram-se, genericamente, teores mais elevados de PAHs nos 6leos vegetais ndo
refinados, caso dos ¢leos de sésamo e de aveld e do azeite. Entre os 0leos vegetais
estremes refinados, as amostras de 6leo de milho apresentaram os niveis mais altos de
contaminag@o com PAHs.

Os resultados obtidos confirmaram uma redugiio marcada ao longo da refinagdo dos
teores totais de PAHs nos O6leos vegetais (azeite, soja e girassol) avaliados,
principalmente dos compostos de menor peso molecular. O decremento dos congéneres
de alto peso molecular foi, comparativamente, mais modesto, ainda que superior a0
apontado por outros trabalhos.

As etapas mais efectivas na diminui¢do dos PAHs foram a refinagdo alcalina e,
sobretudo, a desodorizagdo. Os efeitos desta ultima centraram-se nos PAHs de peso
molecular mais baixo. A aplicagio de carvdo activado durante o branqueamento
pareceu, também, vantajosa na diminuigio do teor de PAHs. Os seus efeitos
estenderam-se aos PAHs de maior peso molecular, pelo que sfo, em certa medida,
complementares aos da desodorizagio.

Apesar dos baixos tores que as amostras avaliadas exibiram, a contribuig@o dos 6leos
vegetais para o aprovisionamento alimentar de PAHs nilo deve ser negligenciada. Com
base nos dados da FAO relativos 2 disponibilidade deste grupo de alimentos no nosso
pais, estimou-se em 334,6 pg/ano a quantidade de PAHs veiculada pelos dleos vegetais
na alimentagdo dos portugueses.

Os resultados obidos no dmbito do ISO/TC34/SC11 permitem augurar que a técnica
analitica utilizada (ISO/WD 15753 : 2001) possa, ainda, ser objecto de algumas
melhorias, nomeadamente ao nivel da sua reprodutibilidade e das recuperagdes
alcancadas. A inclusio de um padrdo interno no protocolo analitico pode contribuir para

obviar estas dificuldades.
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13. CONSIDERACOES FINAIS

O panorama relativamente desanuviado que se encontrou neste estudo, no que
concerne & contaminacgdo de ¢leos vegetais refinados com PAHs, ¢ um bom indicador
da eficiéncia do processamento tecnoldgico na remogdo destes compostos e ¢
abonatério para as industrias refinadoras. Contudo, estes resultados ndo avalizam a
seguranga toxicoldgica uninime e¢ perenemente. O nivel de PAHs que as sementes
apresentam antes da extracgfio ¢ um incdgnita, sendo dependente da magnitude de
exposi¢io a alguma das multiplas potenciais fontes de contaminago. Na realidade, e
ainda que de forma esporadica, encontram-se valores extraordinariamente elevados de
PAHs nos 6leos vegetais, particularmente nos exemplares ndo refinados.

As industrias refinadoras devem tomar medidas de indole preventiva para
minimizaram este tipo de situagdes. Neste contexto enquadram-se, por exemplo, um
conhecimento dos fornecedores, nomeadamente pela observagéo in loco das instalagdes
e campo de cultivo, de forma a avaliarem, ainda que empiricamente, o nivel de
exposi¢io a PAHs a que as plantas estdo sujeitas (por exemplo, pela proximidade de
vias rodovidrias). E, também, importante conhecer o processo pelo qual as oleaginosas
foram secas, propondo-se que se evite o contacto directo com combustiveis de
combustdo.

As unidades industriais devem, também, implementar medidas de natureza
fiscalizadora, como uma monitorizagio sistematica e eficaz dos nives de PAHs (ou,
pelo menos, de B[a]P) nos 6leos vegetais, antes e apds refinagio. A ocorréncia de
valores elevados deve desencadear um procedimento de rastreabilidade das sementes de
forma a identificar e corrigir a sua causa. E, igualmente, possivel utilizar a refinagio
como factor correctivo de niveis indesejaveis de PAHs, havendo, inclusive, a
possibilidade de a alterar de acordo com o tipo e teor de contaminag@o.

Na medida qm que alguns PAHs sdio carcinogéneos genotoxicos, ndo ¢ possivel
estabelecer um nivel de ingestdo que nio acarrete risco potencial; a exposi¢dio deve ser
t30 baixa quanta razoavelmente possivel. Neste sentido, e como também compete ao
Estado zelar pela satide da populagfio, devia colmatar-se o vazio legislativo relativo a
presenca de PAHs nos Oleos vegetais, estabelecendo-se méaximos entendidos com

aceitiaveis baseados na evidéncia cientifica actual.
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