VIl Congresso Interinstitucional de Iniciagdo Cient  ifica — CIIC 2013
13 a 15 de agosto de 2013 — Campinas, Sao Paulo

HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS EM AZEITES DE OLIVA

Raquel M. Reis*®: Ménica C. R. Camargo **; Regina P. Z. Furlani %; SilviaA. V. Tfouni %

!Instituto de Quimica — Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), > Centro de Ciéncia

e Qualidade de Alimentos -Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL)
N° 13203

RESUMO - Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo compostos formados a partir da
gueima incompleta de material orgénico, sdo considerados importantes contaminantes ambientais
e tém sido muito estudados devido ao seu potencial carcinogénico e genotéxico. O Brasil é o
terceiro maior importador de azeite de oliva do mundo. Ha uma alta incidéncia de adulteracbes
nesse tipo de produto, sendo a adicdo de outros Oleos vegetais de menor valor comercial a forma
mais frequente. Sendo assim os HPAs podem estar presentes em azeites de oliva comercializados
no pais devido a adulteracdo do produto ou através de contaminacdo ambiental.O objetivo do
presente estudo foi validar uma metodologia analitica para determinacao de 13 HPAs em azeite de
oliva e avaliar a presenca desses contaminantes em produtos disponiveis no comércio. Ométodo
envolveu extracdo com hexano e dimetilformamida:agua, limpeza em cartucho SPE C18 e
determinacdo por HPLC com detector de fluorescéncia. A metodologia utilizada se mostrou
adequada, com valores médios derecuperagdo entre 62% e 115% e limites de deteccdo e
quantificagdo menores que 0,52ug/kg e 3,00 pg/kg, respectivamente.HPAs foram detectados em
todas as 30 amostras analisadas com a somatéria dos compostos variando de 0,56ug/kg a
39,52ug/kg. Houve uma grande variagdo nos niveis de HPAs entre as diferentes marcas avaliadas
e também entre diferentes lotes de uma mesma marca. Duas amostras apresentaram niveis de

benzo(a)pireno acima do limite permitido para éleos e gorduras pela legislacdoeuropéia(2,0 ug/kg).
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ABSTRACT - Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are organic compounds formed during
incomplete combustion or pyrolysis of organic matter, they are considered important environmental
contaminants and have been widely studied due to their carcinogenic and genotoxic potential. Brazil
is the third largest importer of olive oil in the world. There is a high incidence of adulteration in this
type of product, usually through the addition of cheaper, lower-grade oils. In this way, PAHs may be
present in olive oils commercialized in Brazil due to product adulteration or environmental
contamination. The objective of the present study was to validate an analytical methodology for
determination of 13 PAHs in olive oil and evaluate their presence in commercially available
products. The method involved extraction with hexane and N,N-dimethylformamide, SPE clean-up
with C18 cartridges and analyses by HPLC with fluorescence detection. Method was adequate for
PAHs analyses presenting recovery of 62% to 115% and detection and quantification limits up to
0.52 pg/kg and 3.00 pg/kg, respectively. PAHs were detected in all 30 samples analyzed with sum
ranging from 0.56 ug/kg to 39.52 pg/kg. There was a high variability of PAHs levels among different
brands evaluated and also among different batches of the same brand. Two samples presented
benzo(a)pyrene levels above the maximum limit for oil and fats laid down by the European

regulation (2.0 pg/kg).
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1 INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) constituem uma ampla classe de
compostos formados a partir da queima incompleta de material organico. Esses compostos tém
sido muito estudados ao longo dos anos devido ao seu potencial carcinogénico(WHO, 1998; WHO,
2005). Em avaliagéo realizada em 2005, o JECFA (Comité Conjunto FAO/OMS de Peritos em
Aditivos Alimentares) concluiu que 13 HPAs sdo claramente carcinogénicos e genotoxicos (WHO,
2005).Em 2008, o painel de peritos em contaminantes da EFSA (European Food Safety Authority)
revisou os dados disponiveis sobre ocorréncia e toxidade de HPAs e concluiu que o
benzo(a)pireno, que é tradicionalmente utilizado individualmente como marcador para a presenca
de HPAs em alimentos, ndo € indicado para esse fim; tendo entdo sugerido como indicador a
presenca combinada de quatro HPAs (HPA4: benzo(a)pireno, criseno, benzo(a)antraceno e
benzo(b)fluorenteno) ou de oito HPAs (HPAS8: os quatro anteriores mais benzo(k)fluoranteno,

benzo(ghi)perileno, dibenzo(ah)antraceno e indeno (1,2,3 cd-pireno)) (EFSA, 2008).
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Os alimentos sdo uma das principais rotas de exposicdo humana aos HPAs. A presenca
desses compostos em alimentos se deve principalmente a contaminacdo ambiental e a sua
formacdo durante o processamento de alimentos em etapas envolvendo defumacéo, torrefacdo e
secagem direta com madeira (WHO, 1998).A presenca de HPAs ja foi detectada em muitos
produtos, entre eles 6leos vegetais, margarinas, produtos defumados, aglcar e cereais (Camargo e
Toledo, 2002a; Camargo e Toledo, 2002b).

O azeite de oliva representa um pequeno volume em termos de producdo mundial,
entretanto, € um produto que possui um alto valor agregado sendo alvo frequente de fraudes e
adulteracdes. Varios trabalhos publicados comprovam a alta incidéncia de adulteragbes em azeite
de oliva, sendo que no Brasil a mais comum ¢é a adi¢cdo de outros 6leos vegetais de menor valor
comercial, especialmente quando o produto importado é envasado no pais (Badolato et al., 1981,
Aued-Pimentel et al., 2002; Aued-Pimentel et al., 2008; Fasciotti e Pereira Neto, 2010).

A presenca de HPAs em azeite de oliva pode ocorrer em decorréncia da poluicdo ambiental
(Rodriguez-Acuiia et al, 2008) ou adigéo, fraudulenta ou ndo de outros 6leos vegetais ao produto,
como os 6leos de soja, milho, girassol, ou ainda pela adicdo de 6leo de bagaco de oliva (Pupin e
Toledo, 1996). A contaminagdo desses outros 6leos vegetais por HPAs € muito comum e tem sido
muito estudada, sendo reportada como uma das maiores fontes de ingestdo desses compostos
através da dieta (Toledo e Camargo, 1998; Moret e Conte, 2000; Teixeira et al, 2007).

Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi validar uma metodologia analitica para
determinacdo de 13 HPAs em azeite de olivae avaliar a presenca desses contaminantes nos

produtos disponiveis no comércio.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Foram coletadas,em supermercados da regido de Campinas-SP,amostras de 15 diferentes marcas
de azeite de oliva, sendo 2 lotes de cada, totalizando 30 amostras.Os azeites de oliva foram entdo
analisados em duplicata quanto a presenca de 13 HPAs: benzo(a)antraceno (BaA), criseno (Chy),
5-metilcriseno (5MeChy), benzo(j)fluoranteno (BjF), benzo(b)fluoranteno (BbF), benzo(k)fluoranteno
(BKF), benzo(a)pireno (BaP), dibenzo(al)pireno (DalP), dibenzo(ah)antraceno (DahA), indeno(1,2,3-
cd)pireno (Indeno), dibenzo(ae)pireno (DaeP), dibenzo(ai)pireno (DaiP) e dibenzo(ah)pireno
(DahP).
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2.2 Extracdo e limpeza

O método analitico foi baseado naquele proposto por Camargo et al. (2011a) e envolveu dissolucao
da matriz em hexano, extracdo com solucdo de dimetilformamida-agua (9:1, v/v) e limpeza em

cartuchos de extracdo em fase solida (C18).

2.3  Andlise cromatografica

A técnica empregada foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao por fluorescéncia.
Para a separacdo dos compostos foi utilizada uma coluna C18 e um gradiente de fase movel
composta por acetonitrila-dgua a um fluxo de 1 mL/min e volume de injecdo de 30 L. A detecgédo
foi feita através de uma programacdo de comprimentos de onda. A quantificagdo foi feita por

padronizagéo externa.

2.4  Validacdo da metodologia analitica

A curva de calibracao foi construida com inje¢cdes em duplicata de solu¢des padrao dos 13 HPAs
em acetonitrilacom seis niveis de concentra¢cfes variando de 0,30 a 10,00 ug/L. Para os testes de
recuperacao, amostras deazeite de oliva foram fortificadas com solu¢bes padrdao de HPAs em 4
diferentes concentracdes (0,3, 1,0, 2,0 e 5,0 pg/kg) e as analises foram feitas em cinco replicatas.
A repetibilidade do método foi avaliada pelo coeficiente de variacdo (CV) associado as medidas de
cada HPA durante os testes de recuperacdo.Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ)

foram calculados de acordo com a orientacdo do INMETRO (2011).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia utilizada se mostrou adequada para a andlise dos 13 HPAsem amostras de
azeite de oliva. As curvas de calibracdo se mostraram lineares na faixa de trabalho utilizada, sendo
qgue os coeficientes de correlacdo linear (r) variaram de 0,9990 a 0,9998. Os valores médios de
recuperacao obtidos ficaram entre 62% e 115%, com um CV maximo de 20%. O limite de detec¢éo
do método variou de 0,02 pg/kg (DahP) a 0,52 pg/kg (BjF), e o limite de quantificacdo variou de
0,30 pg/kg a 3,00 pg/kg.O método apresentou baixa sensibilidade para os compostos BjF e Indeno

gue consequentemente apresentaram limites de deteccdo e quantificacdo mais altos do que os do
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restante dos HPAs. Apesar da menor sensibilidade para esses compostos, 0 método pode ser
considerado adequado para a determinacdo de 13 HPAs em azeite de oliva, uma vez que atende
aos critérios de desempenho propostos pela Unido Européia para andlise de BaP em alimentos,
onde é estabelecido que o LOD e o LOQ sejam menores que 0,3 e 0,9 pg/kg, respectivamente, e
gue a recuperacéo fique na faixa de 50 a 120% (CEC, 2007).

A figura 1 apresenta a somatoria dos 13 HPAs nas amostras de azeite de olivaavaliadas.Os
HPAs foram detectados em todas as amostras analisadas com niveis variando de 0,56ug/kg

(marca J, lote 2) a 39,52ug/kg (marca K, lote 1).
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FIGURA 1.Somatéria de HPAs, por lote, nas amostras de azeite de oliva analisadas.

De acordo com os resultados apresentados na figura 1 pode-se notarque houve uma
variacdo nos niveis de HPAs entre as diferentes marcas e também entre os lotes de uma mesma
marca. Essa variabilidade pode ser decorrente das diferentes origens da matéria-prima
(contaminagdo ambiental) ou da possivel adulteracdo através da adicdo de O6leo vegetal
contaminado.Esses resultados estdo de acordo com os reportados na literatura, onde também
houve grande variagdo nos niveis de HPAsentre diferentes marcas e lotes de 6leos vegetais
(Ballesteros et al, 2006; Léon-Camacho, et al., 2003; Camargo et al, 2011b).

A legislagéo brasileira ndo estabelece limites maximos de HPAs em azeites de oliva, ha

apenas regulamentacao para 6leo de bagacgo ou caroco de oliva cujo limite € de 2,0 pg/kgpara o
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BaP (Brasil, 2003). A legislacéo européia, por sua vez, estabelece limites de 2,0 ug/kg para BaP, e
10,0 ug/kg para a soma das concentracbes de BaA, Chy, BbF e BaP (HPA4), sendo queessa
abrange toda a categoria de 6leos e gorduras (CEC, 2011).Ao se utilizar esses limites como base
de comparacao verifica-se que os valores determinados para esses compostos,apresentados na
tabela 1, podem ser considerados baixos, sendo que somente duas amostras apresentaram niveis

acima do limite para o BaP, e para a soma de BaA, Chy, BbF e BaP.

Tabela 1. Niveis de benzo(a)pireno (BaP)e da soma de benzo(a)antraceno (BaA), criseno(Chy),
benzo(b)fluoranteno (BbF) e benzo(a)pireno(BaP)em diferentes marcas e lotes de azeites de oliva.

BaP (pg/kg)* HPA4(ug/kg)*

Marca Lote 1 Lote 2 Média Lote 1 Lote 2 Média
A nd 1,54 0,77 0,83 7,75 4,29
B nd nd nd 1,34 0,90 1,12
C nd 0,27 0,13 1,52 2,09 1,81
D nd nd nd 2,58 1,31 1,95
E nd nd nd 1,76 2,27 2,01
F nd nd nd 1,11 1,32 1,22
G 0,98 nd 0,49 7,48 0,89 4,18
H nd nd nd 1,62 1,71 1,66
I nd nd nd 0,59 1,04 0,82
J nd nd nd 1,24 0,56 0,90
K 5,95 nd 2,97 22,50 1,50 12,00
L 0,87 0,60 0,73 9,71 7,84 8,77
M nd 0,01 0,01 1,36 1,72 1,54
N nd nd nd 1,45 1,43 1,44
o] 0,79 3,57 2,18 7,39 14,98 11,19

HPA4 = BaA+Chy+BbF+BaP
* Média de duplicata
nd — ndo detectado

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos a partir dos testes de recuperacéo, linearidade e limites de deteccéo e
quantificac@o indicam que a metodologia é adequada e pode ser empregada para andlise de 13
HPAs em azeite de oliva.

Foi encontrada uma grande variacdo nos niveis de HPAs nas diferentes marcas e lotes dos
produtos analisados, o que pode indicar a presenca de outros 6éleos vegetais em algumas amostras
avaliadas.Estudos adicionais sdo necessarios para determinar se essas amostras encontram-se

adulteradas e verificar a correlacdo da adulteracdo com a presenca de HPAs.
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Os niveis encontrados, quando comparados com a legislacdo, mostram que, assim como
outros 0leos vegetais, 0s azeites de oliva sdo uma classe de produtos passiveis de contaminacao
por HPAs, sendo, portanto indicado que,na legislacdo nacionallimites méaximos sejam

estabelecidos para esses compostos na categoria de 6leos e gorduras.
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