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RESUMO– Os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) são um grupo de compostos 

considerados contaminantes de alimentos, sendo que 13 desses são considerados carcinogênicos 

e genotóxicos pelo JECFA. Um dos alimentos onde os HPAs podem estar presentes é a margarina, 

sendo que a fonte dessa contaminação pode ser a utilização, na composição do produto, de óleo 

vegetal contaminado com HPAs, uma vez que estudos anteriores já demonstraram o potencial de 

contaminação desses óleos por esses compostos. Sendo assim, foram avaliados teores de 13 

HPAs em amostras de margarinas comumente encontradas no supermercado. A metodologia de 

análise utilizada envolveu extração líquido-líquido, limpeza em cartucho de extração em fase sólida 

e determinação por cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por fluorescência. O 

método se mostrou adequado, com valores médios de recuperação compreendidos entre 53% e 

117% e limites de detecção de 0,1 µg/kg a 2,68 µg/kg e limites de quantificação de 0,3 µg/kg a 3,0 

µg/kg. Entre as amostras analisadas os níveis encontrados variaram de 2,72 µg/kg a 10,60 µg/kg 

para a soma dos 13 HPAs, os níveis de HPA4 variaram de 2,41 µg/kg a 9,46 µg/kg e o 

benzo(a)pireno ficou entre 0,55 µg/kg e 3,02 µg/kg. Duas marcas apresentaram níveis de 

benzo(a)pireno acima do limite permitido para óleos e gorduras pela Comissão da Comunidade 

Europeia (2,0 µg/kg). Com base nestes resultados, o controle da presença de HPAs em óleos 

vegetais é altamente recomendado. 
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ABSTRACT –  Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are a group of compounds considered as 

food contaminants and 13 of them are considered carcinogenic and genotoxic by JECFA. One food 

product where they might be present is margarine, since vegetable oils used in its composition may 

be contaminated by PAHs as previous studies have shown. Therefore, levels of 13 PAHs were 

determined in margarine samples collected from the supermarket. Analytical method involved liquid-

liquid extraction, clean-up by SPE and detection by high performance liquid chromatography with 

fluorescence detection. Method was shown to be adequate, with recovery rates between 53% and 

117% and detection limits from 0.1 µg/kg to 2.68 µg/kg and quantification limits from 0.3 µg/kg to 3.0 

µg/kg. Among analyzed samples, levels ranged from 2.72 µg/kg to 10.60 µg/kg for the sum of 13 

PAHs. For PAH4 and benzo(a)pyrene levels were from 2.41 µg/kg to 9.46 µg/kg and 0.55 µg/kg to 

3.02 µg/kg, respectively. Two brands presented benzo(a)pyrene above maximum permitted by 

European regulation (2.0 µg/kg). In view of these results, the control of PAHs presence in vegetable 

oils is highly recommended. 
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1 INTRODUÇÃO 

Os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos constituem uma ampla classe de compostos 

com potencial carcinogênico. A formação desses compostos se dá a partir da queima incompleta 

de material orgânico, podendo ser formados durante o processamento de alimentos em processos 

envolvendo defumação, torrefação, secagem e alguns tipos de cozimento (WHO, 1998). A 

contaminação de alimentos por HPAs deve-se principalmente à poluição do ar e da água, à sua 

presença em solos terrestres e marinhos e à sua formação durante o processamento dos alimentos 

(CAMARGO et al., 2011a; CAMARGO; TOLEDO, 2003; TFOUNI et al., 2013; VIEIRA et al., 2010).  

A importância dos estudos sobre a contaminação de alimentos por HPAs deve-se ao fato 

destes possuírem um elevado potencial genotóxico (ação nociva que afeta a integridade do 

material genético) e poderem ser mutagênicos e/ou carcinogênicos, sendo capazes de causar uma 

mutação genética, alteração da molécula de DNA que não é reparada durante a divisão celular, 

contribuindo para o desenvolvimento de tumores (RIBEIRO et al., 2003). O Comitê Conjunto 

FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA) durante a 64ª reunião do grupo classificou 

13 HPAs como carcinogênicos e genotóxicos: benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, 
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benzo(j)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, criseno, dibenzo(ah)antraceno, 

dibenzo(ae)pireno, dibenzo(ah)pireno, dibenzo(ai)pireno, dibenzo(al)pireno, indeno (1,2,3 cd-

pireno) e 5-metilcriseno (JECFA, 2005).  

A Autoridade Europeia para a Segurança dos Alimentos (EFSA), adotou, em 9 de junho de 

2008, um posicionamento sobre os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos, em que o 

benzo(a)pireno não é considerado um marcador adequado para a ocorrência de HPAs nos 

alimentos e que um conjunto de quatro compostos (HPA4: benzo(a)antraceno, criseno, 

benzo(b)fluoranteno e benzo(a)pireno) representaria a contaminação de forma mais adequada 

(EFSA, 2008). 

A margarina é um alimento que frequentemente faz parte da dieta da população, 

principalmente empregada no processo industrial, na cozinha e na mesa dos consumidores 

(GIOIELLI, 1996). Estudos anteriores demonstram o potencial de contaminação dos óleos vegetais 

por HPAs, sendo que a principal fonte de contaminação foi identificada como sendo a etapa de 

secagem dos grãos (CAMARGO et al., 2012). Essa contaminação pode resultar na presença 

desses compostos em margarinas, uma vez que os óleos vegetais são um dos ingredientes 

utilizados em sua fabricação. 

Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi validar uma metodologia analítica para 

determinação de 13 HPAs em margarina, bem como analisar amostras de diferentes marcas e 

lotes em relação à presença dos mesmos. 

2  MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Amostras 

Foram coletadas, em supermercados da região de Campinas-SP, amostras de seis 

diferentes marcas de margarina, sendo 2 lotes de cada, totalizando 12 amostras, sendo analisadas 

em duplicata quanto à presença de 13 HPAs: benzo(a)antraceno (BaA), criseno (Chr), 5-

metilcriseno (5MChr), 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), dibenzo(ah)pireno (DahP). 

2.2. Extração e limpeza 

A metodologia utilizada foi baseada naquela empregada por Camargo et al. (2011b) que 

envolve a dissolução da matriz em hexano, extração com solução de dimetilformamida-água (9:1, 

v/v) e a limpeza em cartuchos de extração em fase sólida (C18). 
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2.3. Determinação cromatográfica 

A técnica empregada foi a cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por 

fluorescência (HPLC-FDL), sendo que para a separação dos compostos foram utilizados uma 

coluna C18 e um gradiente de fase móvel composto por acetonitrila-água a um fluxo de 1 mL/min, 

e volume de injeção de 30 µL. A detecção foi feita através de uma programação de comprimentos 

de onda de excitação e emissão. Os compostos foram quantificados pelo método de padronização 

externa.  

2.4. Validação da metodologia analítica 

A validação da metodologia foi realizada de acordo com as orientações do INMETRO 

(2011), sendo avaliados os parâmetros: linearidade das curvas analíticas, exatidão, precisão 

(repetibilidade) e precisão intermediária através de teste de recuperação, limites de detecção e 

quantificação. 

3 RESULTADOS E DISCUSÃO 

A linearidade foi avaliada pelos coeficientes de correlação linear das curvas analíticas 

construídas com sete soluções padrão de diferentes concentrações (0,30 µg/L a 20 µg/L), injetadas 

em triplicata. As curvas de calibração se mostraram lineares, sendo que os coeficientes de 

correlação linear (r) variaram de 0.9933 a 0.9998. 

Os limites de detecção (LOD) foram determinados a partir dos desvios padrão de sete 

análises independentes de uma amostra de margarina, fortificada com HPAs no nível de 1,0 µg/kg. 

LODs obtidos variaram de 0,1 µg/kg a 0,3 µg/kg, entretanto, os compostos BjF e Indeno 

apresentaram valores mais altos de LOD (2,68 µg/kg e 2,27 µg/kg) indicando que o método 

apresentou baixa sensibilidade para estes compostos. O limite de quantificação (LOQ) foi 

estabelecido como o menor nível utilizado na curva de calibração, ou seja, 0,3 µg/kg (sendo 3,0 

µg/kg para o BjF e Indeno). Os resultados mostram que o método proposto atende aos critérios da 

União Europeia para análise de BaP, onde o LOD e LOQ devem ser menores que 0,3 µg/kg e 0,9 

µg/kg respectivamente (CEC, 2007). 

A exatidão, repetibilidade e precisão intermediária da metodologia analítica foram avaliadas 

através de experimentos de recuperação. Para estes experimentos utilizou-se uma amostra branco 

de margarina fortificada com soluções padrão de HPAs em níveis de 1,0; 2,0 e 5,0 µg/kg, essas 

análises foram feitas em cinco replicatas. As recuperações médias ficaram entre 53% e 117%. 

Deste modo, a metodologia adotada atende aos critérios de desempenho propostos pela União 
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Europeia para análise de BaP em alimentos, onde a recuperação deve estar situada na faixa de 50 

a 120% (CEC, 2007). A precisão (repetibilidade) do método foi avaliada pelo coeficiente de 

variação (CV) associado às medidas de cada HPA durante os testes de recuperação. Os 

resultados obtidos variaram de 1% a 29%. A precisão intermediária foi avaliada através do 

coeficiente de variação obtido nos testes de recuperação realizados em dias distintos, tendo 

variado de 6% a 17%. Esses resultados podem ser considerados satisfatórios para análise de 

compostos presentes em nível de µg/kg (HORWITZ, 2006). 

A tabela 1 apresenta os resultados obtidos para a análise de 13 HPAs em amostras de 

margarina. Como pode ser observado, os resultados para a somatória dos 13 HPAs variou de 2,72 

µg/kg (marca E, lote 2) a 10,60 µg/kg (marca F, lote 2), para HPA4 variou de 2,41 µg/kg (marca E, 

lote 1) a 9,46 µg/kg (marca F, lote 2) e para o BaP ficou entre 0,55 µg/kg (marca D, lote 1) e 3,02 

µg/kg (marca F, lote 2). Os HPAs BaA, Chr, 5MChr, BbF, BkF, BaP foram detectados em todas as 

amostras, enquanto o BjF, DalP, DahA, Indeno, DaiP e DahP não se encontraram presentes nas 

mesmas. Na Comissão da Comunidade Europeia, foram estabelecidos limites para HPAs para a 

categoria de óleos e gorduras, sendo 2,0 µg/kg para o BaP e 10,0 µg/kg para a soma das 

concentrações de BaA, Chr, BbF e BaP (4 HPAs) (CEC, 2011). Ao se utilizar esse limite como base 

de comparação, verifica-se que somente duas marcas (marca D e marca F) apresentaram níveis 

acima do limite para o BaP, sendo que o limite para HPA4 não foi ultrapassado. 

 

Tabela 1. Níveis da somatória dos 13 HPAs analisados, de HPA4 (benzo(a)antraceno, criseno, 
benzo(b)fluoranteno e benzo(a)pireno) e de benzo(a)pireno em diferentes marcas e lotes de margarina. 

 Lote 1 – Lote 2  

 ΣHPAs (µg/kg)  HPA4 (µg/kg)  B(a)P (µg/kg)  

Marca A 3,28 – 6,77 3,28 – 5,81 0,73 – 1,46 

Marca B 4,64 – 7,26 3,83 – 6,69 0,95 – 1,81 

Marca C 5,33 – 5,14 4,84 – 4,64 1,12 – 1,40 

Marca D 2,80 – 7,10 2,42 – 6,56 0,55 – 2,20 

Marca E 3,70 – 2,72 2,41 – 2,72 0,68 – 0,58 

Marca F 9,03 – 10,60 7,84 – 9,46 2,24 – 3,02 
ΣHPAs: somatória dos 13 HPAs (benzo(a)antraceno, criseno, 5-metilcriseno, benzo(j)fluoranteno, 
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, dibenzo(al)pireno, dibenzo(ah)antraceno, indeno, 
dibenzo(ae)pireno, dibenzo(ai)pireno, dibenzo(ah)pireno). HPA 4: soma de 4 HPAs (benzo(a)antraceno, 
criseno, benzo(b)fluoranteno e benzo(a)pireno). B(a)P: benzo(a)pireno. 
 
 

As marcas A, B, D e F apresentaram diferenças significativas (ρ < 0,05) entre os lotes 

analisados. Não houve diferença entre os lotes das amostras C e E. Essa variação pode ser 
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justificada por diferenças no processamento dos óleos e nas suas origens (BALLESTEROS et al, 

2006; FROMBERG et al, 2007; CAMARGO et al, 2011c).  

 

4. CONCLUSÃO 

Os resultados obtidos a partir dos testes de recuperação, linearidade e limites de detecção e 

quantificação indicam que a metodologia analítica é adequada para análise de 13 HPAs em 

margarina. 

Entre as amostras analisadas, 17% apresentaram níveis de BaP acima do máximo 

estabelecido pela legislação europeia, indicando que esse tipo de produto está sujeito à 

contaminação por HPAs e que é recomendado o estabelecimento de limites máximos em óleos 

pela legislação brasileira. 
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