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Resumo 

Os Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos (HPAs), são substâncias tóxicas 

persistentes de grande interesse ambiental que estão distribuídas em todos os 

compartimentos ambientais como resultado de inúmeras atividades naturais e 

antropogênicas. Os HPAs estão entre aqueles poluentes ambientais que 

apresentam atividade cancerígena e mutagênica. A exposição humana aos 

HPAs pode ocorrer por diferentes vias como: inalação, ingestão, ou absorção 

cutânea. Os alimentos são considerados importante fonte de exposição humana, 

tanto devido à formação de HPAs durante o cozimento, quanto devido à 

deposição atmosférica sobre os grãos, vegetais e frutas. Neste estudo, foi 

analisada uma metodologia para a extração, pré-concentração e cleanup de 

hidrocarbonetos presentes em amostras comerciais de pimentas, com extração 

por solvente sob ultrassom, seguidas por fracionamento em cromatografia 

líquida preparativa em coluna e os extratos analisados por cromatografia gasosa 

acoplada a espectrometria de massas em modo SIM e SCAN com injeção 

splitless. Foram avaliados dois métodos de cleanup, sendo utilizado o que 

apresentou recuperações entre 94,5% e 99,0% para HPAs deuterados, gerando 

uma redução de tempo e volume de solventes. O método cromatográfico 

apresentou coeficientes de correlação lineares, precisão e exatidão que validam 

a eficiência e resultados do método utilizado. Os limites de detecção para os 

HPAs nas amostras variaram de 0,2 a 0,6 μg kg-1 e de quantificação 0,7 a 2,0 μg 

kg-1. Foram encontrados 16 HPAs listados pela USEPA (United States 

Environmental Protection Agency). Os níveis determinados neste estudo estão 

bem acima dos recomendados por esta norma. O método comportou-se de 

forma adequada para determinação dos analitos conforme exigências dos 

órgãos de controle ambiental e os resultados apresentados indicam que as 

amostras de pimentas investigadas neste trabalho podem ser uma importante 

fonte de HPAs para a dieta humana. 

Palavras-Chave: Especiarias, Pimentas, HPAs, GC/MS, Segurança Alimentar. 

 
 
 
 
 



 

 

 

ABSTRACT 

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) are persistent toxic substances of 

great environmental concern that are distributed in all environmental 

compartments as a result of numerous natural and anthropogenic activities. 

PAHs are among those environmental pollutants that exhibit carcinogenic and 

mutagenic activity. Human exposure to PAHs can occur by different routes such 

as inhalation, ingestion, or cutaneous absorption. Food is considered an 

important source of human exposure, both due to the formation of PAHs during 

cooking and due to atmospheric deposition on grains, vegetables, and fruits. In 

this study, a methodology was analyzed for the extraction, pre-concentration and 

cleanup of hydrocarbons present in commercial chili samples, with solvent 

extraction under ultrasound, followed by fractionation in preparative liquid 

chromatography column and the extracts analyzed by gas chromatography 

coupled to mass spectrometry in SIM and SCAN mode with splitless injection. 

Two cleanup methods were evaluated, and the one that presented recoveries 

between 94.5% and 99.0% for deuterated PAHs was used, generating a 

reduction in time and solvent volume. The chromatographic method presented 

linear correlation coefficients, precision and accuracy that validate the efficiency 

and results of the method used. The detection limits for the HPAs in the samples 

ranged from 0.2 to 1.0 μg kg-1 and quantification limits from 0.7 to 3.4 μg kg-1. 

Sixteen HPAs listed by the United States Environmental Protection Agency 

(USEPA) were found. The levels determined in this study are well above those 

recommended by this standard. The method behaved adequately for the 

determination of analytes according to the requirements of environmental control 

agencies and the results presented indicate that the samples of peppers 

investigated in this study may be an important source of PAHs for the human diet. 

Keywords: Spices, Peppers, PAHs, GC/MS, Food Security 
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1 INTRODUÇÃO 

Os hidrocarbonetos estão listados como alguns dos principais 

contaminantes ambientais, pois são gerados com facilidade e apresentam grande 

dispersão (HARTZELL et al., 2018). Dentre eles, os hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos (HPAs) apresentam alta toxicidade à biota devido seu potencial 

carcinogênico e mutagênico (GARCIA et al., 2014; PHILLIPS, 2020; SINGH et al., 

2020). 

Os HPAs são moléculas diversificadas com mais de cem compostos 

orgânicos, constituídos apenas de carbono e hidrogênio, formados por dois ou mais 

anéis aromáticos condensados, cada qual contendo cinco ou seis átomos de 

carbonos (BUDZINKI et al., 2004).  

Grande parte da formação destes compostos se dá pela combustão 

incompleta de substâncias orgânicos e estão presentes na queima incompleta de 

óleos, petróleo e seus derivados, nos escapamentos de veículos, na fumaça de 

cigarro, na calefação, na queima de carvão ou madeira, na incineração de rejeitos, 

entre outros, (NETO et al., 2000; HARTZELL et al., 2018).  Após formação, os HPAs 

distribuem-se nos compartimentos ambientais em proporções que dependem de 

suas propriedades físico-químicas e das características de cada compartimento 

ambiental (CHEN et al., 2017). 

Sabe-se que os alimentos e bebidas são uma das maiores fontes de 

exposição humana aos HPAs (LIN et al., 2005; ROZENTALE et al., 2017; 

BERTINETTI et al., 2017; SILVA et al., 2020). A ocorrência de contaminação em 

alimentos por HPAs provém de diferentes formas, incluindo o contato com a água, 

ar e/ou solo poluídos e pelo processamento de alimentos, principalmente os que 

apresentam elevadas temperaturas (secagem, defumação, tostagem, grelhagem) 

(CHUNG et al., 2011; JUHURUL et al., 2013; MARTIN et al., 2015). A presença e 

as concentrações destes compostos estão relacionadas também com suas 

características físico-químicas como elevada lipofilicidade, a mesma propriedade 

que determina sua absorção, distribuição e bioacumulação no organismo humano 

(CARUSO e ALABURDA, 2008; PURCARO et al., 2012; KUHN et al., 2020). 

Um dos alimentos que pode sofrer a contaminação por HPAs são as 

especiarias que incluem os diversos tipos de pimentas e vêm sendo usadas para 

atribuir sabor, cor, aroma e preservação para alimentos e bebidas. As especiarias 



 

12 

 

servem de ingredientes para alimentos processados, produtos à base de carne, 

laticínios e produtos de panificação (EFSA, 2008; EMBRUSCADO, 2015; 

SCHAARSCHMIDT, 2016). 

A qualidade organoléptica e comercial dessas especiarias pode ser afetada 

pela origem, processos envolvidos na produção, presença de corantes e outros 

aditivos alimentares, sendo muitos desses proibidos. Os principais grupos químicos 

presentes em especiarias e que apresentam riscos à saúde, compreendem 

micotoxinas, resíduo de pesticidas, metais pesados, contaminantes orgânicos 

persistentes que incluem os HPAs (MORET et al., 2010; MARTENA et al., 2011; 

REINHOLS et al., 2016; SCHAARSMIDT, 2016). 

De acordo com Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA, 

2020), não existe uma estimativa exata da produção de pimenta no País, mas 

acredita-se que são aproximadamente 5 mil hectares de área cultivada por ano, 

gerando uma produção de 75 mil toneladas de especiarias.  

A grande parte da produção é cultivada por pequenos agricultores de 

diversas regiões brasileiras. Na região Sudeste consome-se principalmente a 

pimenta doce do tipo americana, pimenta cambuci, malagueta e cumari vermelha. 

Na região Nordeste, predominam as pimentas malagueta e pimenta de cheiro. Na 

região Norte, as pimentas mais apreciadas são a murupi, cumari do Pará e a 

pimenta de cheiro, na região Centro-Oeste, tradicionalmente são cultivadas e 

consumidas pimentas bode, malagueta, cumari do Pará, dedo de moça e mais 

recentemente pimenta de cheiro, anteriormente oriunda do Pará e atualmente já 

cultivada em Goiás (EMBRAPA, 2020).   

Existem poucos resultados sobre estudos de contaminação de HPAs em 

pimentas. Pela base de dados Scopus (www.scopus.com), somente 13 publicações 

foram encontradas nos últimos 20 anos abordando o assunto. 

Considerando o grau de toxicidade desses compostos e a necessidade de 

avaliar o seu aporte à dieta local através do consumo de pimentas, o objetivo deste 

estudo foi determinar a presença e níveis de HPAs em amostras comerciais de 

pimenta por Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (do 

inglês gas chromatography coupled to mass spectrometry - GC/MS). 

Os objetivos específicos necessários para atingir o objetivo geral foram:  

http://www.scopus.com/
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- Estabelecer as melhores condições e parâmetros instrumentais para 

determinação dos HPAs utilizando Cromatografia Gasosa acoplada a 

espectrômetro de massas; 

- Avaliar métodos de pré-concentração e cleanup através da cromatografia 

líquida preparativa em coluna; 

- Validar a metodologia; 

- Determinação dos níveis de HPAs existentes nas amostras de pimentas. 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 HIDROCARBONETOS 

Os hidrocarbonetos são compostos orgânicos que possuem átomos de 

hidrogênio e carbono em sua formação, podem apresentar ligações simples, duplas 

ou triplas e formam estruturas lineares, ramificadas ou cíclicas. As diferentes 

classes de hidrocarbonetos se comportam de maneira distinta no ambiente, ou seja, 

possuem distribuição, mecanismos de transportes, tempo de resistência e 

estabilidade química diversa. Estes compostos estão presentes na constituição da 

matéria orgânica de origem tanto vegetal como de animal, e também perfazem uma 

fração expressiva na composição do petróleo e seus derivados (OLIVEIRA, et al., 

2014). 

Dentro das classes dos hidrocarbonetos destacam-se os hidrocarbonetos 

policíclicos aromáticos (HPAs), que são compostos de grande importância 

ambiental devido ao seu potencial tóxico e estão amplamente distribuídos no 

ambiente, em função da sua toxicidade fazem parte de monitoramentos ambientais, 

como a United States Environmental Protection Agency (USEPA, 1995; MARTIN et 

al., 2015). 

2.1.1. Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos 

Os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) compõem uma família de 

mais de 100 compostos orgânicos com um ou mais anéis benzênicos condensados 

e pode ser dividida em duas classes: compostos com baixo peso de dois a três 

anéis molecular (1 a 6) e com maior peso molecular de quatro a seis anéis (7 a 16), 

conforme apresentados na Figura 1 (PIETZSCH et al., 2017).  

Os HPAs apresentam um alto grau de toxicidade, carcinogenicidade, 

teratogenicidade e mutagenicidade, por isto, os 16 HPAs apresentados na Figura 1 
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são listados pela European Union (EU) e pela United States Environmental 

Protection Agency (USEPA) como contaminantes prioritários (SUN et al. 2018 (b); 

TU et al., 2018; SINGH et al., 2020). 

 
Figura 1: Estrutura molecular dos 16 HPAs prioritários que constam na lista de indicadores de 
contaminação segundo a USEPA. HPAs de menor massa molecular (1 a 6) e de maior massa 
molecular (7 a 16). 
Fonte: Pietzsch, (2017). 

Suas propriedades físico-químicas estão relacionadas com sua massa 

molecular e sua forma estrutural, quanto maior a massa molecular menor será a 

sua solubilidade, possuem um elevado Kow (coeficiente de partição, octanol/água), 

são estáveis ambientalmente, capaz de bioconcentrar e são bioacumuláveis. Sua 

volatilidade diminui com o aumento de seu peso molecular, como visualizado na 

Tabela 1 (AZEVEDO et al., 2013, PIETZSCH et al., 2017). 
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Tabela 1: Propriedades físico-químicas dos 16 H0PAs prioritários. 

HPAs Sigla 
Númer
o de 
anéis 

PM 
(g.mol-1) 

S 
(mg.L-1) 

PV 
(Pa) 

Log 
Kow 

Naftaleno 
Naf 

 
2 128 30 10,4 3,37 

Acenaftileno Acl 3 152 3,93 8,9x10-1 4,1 

Acenafteno Ace 3 154 3,93 2,9x10-1 3,9 

Fluoreno Fl 3 166 1,98 8,0x10-2 4,2 

Fenantreno Fen 3 178 1,29 1,6x10—2 4,6 

Antraceno Na 3 178 7,0x10-2 8,0x10-4 4,5 

Fluoranteno Flu 4 202 1,4x10-1 6,0x10-4 4,6 

Pireno Pir 4 202 2,6x10-1 1,2x10-3 5,2 

Benzo(a)Antraceno BaA 4 228 1,4x10-1 2,8x10-5 5,6 

Criseno Cri 4 228 2,0x10-3 8,4x10-5 5,9 

Benzo(k)Fluoranteno BkF 5 252 5,5x10-4 1,3x10-7 5,7 

Benzo(b)Fluoranteno BbF 5 252 1,5x10-3 6,7x10-7 5,8 

Benzo(a)Pireno BaP 5 252 3,8x10-3 7,3x10-7 6,5 

Benzo(g,h,i)Perileno BghiP 6 276 2,6x10-2 1,4x10-8 7,1 

Dibenzo(a,h)Antraceno DahA 5 278 5,0x10-3 1,3x10-8 6,5 

Indeno(1,2,3-cd)Pireno IP 6 276 6,2x10-2 1,3x10-8 6,6 

Legenda: PM: peso molecular; S: solubilidade em água; PV: pressão do vapor; Kow: coeficiente de 
partição octanol/água; nd: não determinado. 

Fonte: Adaptado de Garcia et al., (2014). 

Estes compostos são formados principalmente por fontes naturais, como 

queimadas de florestas, atividades vulcânicas, decomposição de material biológico, 

além de serem formados a partir de fontes antrópicas, tais como: a combustão 

incompleta da matéria orgânica em altas temperaturas e material fóssil (fonte 

pirolítica), maturação de matéria orgânica (processo petrogênico), produção de 

alumínio, produção de carvão, processos de defumação e secagem direta com 

madeira, torrefação, queima de plástico, fumaça de cigarro e produto de rápida 

degradação da matéria orgânica (processo de diagênese) (MARTIN et al., 2015; 

HASSAN et al., 2018). 

São sólidos à temperatura ambiente, solúveis em solventes orgânicos, 

altamente lipofílicos e quimicamente estáveis, sendo biodegradados lentamente 

sob condições aeróbicas e dificilmente hidrolisados no meio ambiente. A 
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volatilidade diminui com o aumento do peso molecular, podendo ser encontrado 

tanto na fase gasosa quanto adsorvidos a partículas atmosféricas e do solo (SUN 

et al., 2015 (a); LAWAL, 2017). Devido a sua baixa hidrossolubilidade e alta 

afinidade por material particulado, geralmente se depositam em sedimentos 

quando lançados na água (OLIVEIRA et al., 2014; ARDUIM et al., 2019). Portanto, 

estão presentes como contaminantes do ar, alimentos, solos e água (ZHOU e GAO, 

2014; LAWAL, 2017; ROZENTALE et al., 2017; ARDUIM et al., 2019; SANCHES 

FILHO et al., 2021). Devido à sua distribuição ambiental e ao seu caráter lipofílico, 

a contaminação humana por esses compostos podem ocorrer por absorção pela 

pele, ingestão ou inalação, sendo rapidamente distribuídas pelo organismo 

(GARCIA et al., 2014; SINGH et al., 2020; SILVA et al., 2020).  

2.1.2. Toxicidade dos Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos 

A partir do ano de 1931 começaram os estudos sobre os HPAs, com o 

isolamento do Benzo(a)Pireno a partir do carvão e sua síntese (CARUSO, 

ALABURDA, 2008; GARCIA, 2014). A sua identificação como uma nova substância 

química, em 1933, permitiu demonstrar que o BaP é um forte agente cancerígeno 

em animais e também para humanos. Nesse sentido, estudos mostram que 

determinados HPAs podem provocar câncer se inalados, ingeridos e mesmo após 

contato com a pele (SINGH et al., 2020). 

Segundo Neto et al. (2000) quando os HPAs estão no organismo eles são 

metabolicamente ativados, visando à formação de compostos hidrossolúveis para 

facilitar a sua excreção. O mecanismo de eliminação envolve a formação de 

epóxidos, seguidos de compostos polihidroxilados, os quais são mais solúveis em 

água.  

A estrutura dos HPAs, principalmente a posição do átomo de carbono, é que 

determina sua atividade biológica. Onde a região de baía é definida como uma área 

de canto aberto na molécula, região em que ocorrem processos relacionados com 

a toxicidade. A molécula diolepóxido é um metabólito intermediário dos HPAs 

formada na região de baía, altamente reativa, no processo de metabolismo, na qual 

está molécula compete covalentemente com o ácido desoxirribonucleico (do inglês 

deoxyribonucleic acid) denominado DNA formando adutos (ROCHA e NISHIO, 

2016). 
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A indução da carcinogênese ocorre quando há formação de adutos de DNA 

num local crítico para a regulação, diferenciação ou crescimento celular. Os adutos 

de DNA representam uma das etapas críticas no modelo de carcinogênese e 

podem ser considerados biomarcadores de risco para o desenvolvimento de 

câncer, além de estarem relacionados com o déficit no desenvolvimento 

neurológico de crianças (ROCHA e NISHIO, 2016).  A Figura 2 apresenta a região 

de baía nas respectivas moléculas do HPAs. 

 

  Figura 2: Hidrocarbonetos policíclicos aromáticos em estrutura molecular, que apresentam a   
região de baía. 
Legenda: A seta (        ) indica a região de baía. 

     Fonte: Rocha e Nishio, (2016). 

A Figura 3 representa a ativação metabólica do benzo(a)pireno com 

formação de diolepóxido que ocorre em três etapas.  

 

 Figura 3: Ativação metabólica do benzo(a)pireno com formação de diolepóxido. 
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   Fonte: Bernardo et al., (2016). 

Com a formação do metabólito, é provável que ele ataque eletroliticamente 

o DNA através do mecanismo S1N com a formação de carbocátions estáveis, 

portanto a sua reatividade com o DNA está diretamente ligada à facilidade de 

formação de cátions. Na Figura 3, o diolepóxido formado é o B(a)P-7,8-diol-9, 10-

epóxido (B(a)P-diol epóxido). Este metabólito possui maior tendência à 

carcinogenicidade em relação a outros metabólitos do BaP, que possuem o anel 

epóxido em outras posições, ou seja, a interação com o DNA é favorecida quando 

o B(a)P-7,8-diol-9,10-epóxido é formado na ativação metabólica, assim o anel 

epóxido a ser formado no diol fará parte da região de baía dos HPAs, que no caso 

do B(a)P fica entre as posições 10 e 11 (BERNARDO et al., 2016). 

Logo a toxicidade destes compostos através da inalação depende muito do 

grau de contaminação atmosférico, que está diretamente relacionado à 

urbanização, ao tráfego de veículos e à industrialização (GARCIA, 2014). Enquanto 

a absorção dérmica se dá quando as pessoas residem ou trabalham em ambientes 

diretamente influenciados por estas fontes (LAWAL, 2017). Já, a alimentação é uma 

das principais vias de exposição humana à HPAs (ZELINKOVA e WENZL, 2015; 

MARTIN et al., 2015).  

Além disso as propriedades mutagênicas, carcinogênicas e teratogênicas 

são determinadas pelo número de anéis da molécula (WU et al., 2020). Por isso, 

muitos HPAs são considerados compostos tóxicos, até mesmo em pequenas 

concentrações, sendo que os compostos de menor massa molecular formados por 

dois ou três anéis (como Naftaleno, Fenantreno e Antraceno) têm uma elevada 

toxicidade, mais baixo ou nenhum potencial carcinogênico, enquanto os compostos 

de maior massa molecular contendo quatro, cinco ou seis anéis (como 

Benzo(a)Pireno) possuem baixa toxicidade, mas um grande potencial 

carcinogênico (BERNARDO et al., 2016; SINGH et al., 2020). 

No regulamento da Comissão das Comunidades Europeias nº 208/2005, 

determinou a utilização do BaP como marcador, por ser um potencial 

carcinogênico, representando à ocorrência de outros HPAs cancerígenos, além de 

estabelecer os limites para este composto em alguns alimentos, por ele ser mais 

nocivos à saúde (EC, 2005).  

De acordo com o Conselho Canadense de Ministros do Meio Ambiente 

(CCME, 2008), os efeitos agudos causados por esses compostos atingem, 
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principalmente, o rim e o fígado, levando a inflamações cutâneas, hiperqueratose e 

ulcerações, além de causarem alterações nos linfonodos e indução de efeitos 

imunossupressores. Já para Agência Internacional de Pesquisa em Câncer (IARC), 

os níveis detectáveis de HPAs podem ser observados em muitos órgãos, sendo 

encontrados em maiores níveis no fígado (IARC, 2013). 

Conforme estudos realizados pelo IARC, os HPAs são classificados de 

acordo com a evidência de carcinogenicidade em humanos e em animais 

experimentais (IARC, 2013). A Tabela 2 apresenta o potencial carcinogênico de 

alguns HPAs. 

Tabela 2: Potencial carcinogênico dos principais hidrocarbonetos policíclicos aromáticos. 
 

HPAs Grupo Ano 

ACP1 3 2010 
ACY2 NC 2010 
ANT3 3 2010 
B(a)A4 2B 2010 
B(a)P5 1 2012 
B(b)F6 2B 2010 

B(ghi)F7 3 2010 
B(k)F8 2B 2010 
ChR9 2B 2010 
DhA10 2B 2010 
PHE11 2ª 2010 
FLT12 3 2010 
FLR13 3 2010 
IcP14 2B 2010 

NAP15 2B 2002 
PYR16 3 2010 

Legenda: Grupo 1: carcinogênico para humanos; Grupo 2A: provavelmente carcinogênico para 
humanos; Grupo 2B: possivelmente carcinogênico para humanos; Grupo 3: não classificável em 
relação à carcinogenicidade para humanos; NC: não classificado; 1acenafteno; 2acenaftileno; 
3antraceno; 4benzo(a)antraceno;5benzo(a)pireno; 6benzo(b)fluoranteno; 7benzo(ghi)períleno; 
8benzo(k)fluoranteno; 9criseno; 10dibenzo(a,h)pireno; 11fenantreno; 12fluoranteno; 13fluoreno; 
14indeno(1,2,3-cd)pireno; 15naftaleno; 16pireno. 
Fonte: Adaptado de IARC, (2013). 

 

 

2.1.3. Hidrocarbonetos Policíclicos aromáticos em Alimentos 

Os alimentos são uma das maiores fontes de contaminação de HPAs nos 

seres humanos. A ocorrência destes compostos nos alimentos é influenciada pelas 

mesmas características físico-químicas que determinam sua absorção e 

distribuição em humanos. Muitos estudos têm sido realizados comprovando a 

presença destes compostos em vários alimentos brutos ou processados, além de 

bebidas e águas (CARUSO e ALABURDA, 2008; GARCIA, 2014; LAWAL, 2017). 



 

20 

 

Como dito anteriormente, a presença de HPAs em alimentos se dá devido à 

disseminação deste composto no meio ambiente (ar, solo ou água) ou durante o 

processamento e cozimento. As principais etapas de processamento que 

disseminam os HPAs são secagem e defumação e as de cozimento são as que 

envolvem altas temperaturas na faixa de 400 a 1000°C, tais como aquelas que 

envolvem ações de grelhar, assar e fritar (ROZENTÄLE et al., 2015; SILVA et al., 

2020; KUHN et al., 2020). 

Na grelhagem utilizando o carvão vegetal, torna-se possível reduzir os níveis 

de HPAs em até 74% quando a fumaça é removida, e em até 89% quando não 

ocorre o gotejamento da gordura no carvão (MARTIN et al., 2015; LEE et al., 2016). 

A utilização de grelha elétrica aumentou de 5 a 13 vezes a concentração de HPAs 

em pescado, coração de galinha e carne suína, em comparação aos níveis iniciais 

do contaminante (CHENG et al., 2019). Além disso, diferentes tipos de gorduras 

animais terão diferentes efeitos nos níveis de HPAs durante o processo de 

grelhagem (CHENG et al., 2019; WU et al., 2020). 

Em áreas distantes dos centros urbanos e industriais, os teores de HPAs 

presentes nos alimentos, que são processados, refletem a contaminação ambiental 

(REIS et al., 2016). Por isso, que os HPAs têm sido encontrados em diversos tipos 

de alimentos incluindo óleos vegetais, margarinas, maionese, produtos lácteos, 

frutas, vegetais, carnes, peixes defumados, produtos à base de defumação, chá-

mate, café, açúcar, cereais, água, peixes e crustáceos, carnes grelhadas e 

assadas, cacau, chocolate, dentre outros (CARUSO e ALABURDA, 2008; PAZ et 

al., 2017; MOZANER et al., 2019).  

Assim, as pimentas podem apresentar contaminação por HPAs, devido aos 

processos de defumação ou secagem ao ar quente ou quando exposta ao sol. Já 

a desidratação delas é obtida pela defumação (FASANO et al., 2016; MONAGO-

MARAÑA et al., 2016; ROZENTALE et al., 2016). 

2.1.4 Legislação para HPAs 

De acordo com a Comissão das Comunidades Europeias (EC, 2005), 

através do regulamento de n°208/2005 determinou a utilização do BaP como 

marcador, representando a ocorrência de outros HPAs cancerígenos, além de 

estabelecer os limites para este composto em alguns alimentos, pois é considerado 

um dos mais nocivos à saúde. A European Food Safety Authority (EFSA), 
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estabeleceu um somatório de 4 HPAs (BaA, ChR, BaP e BbF), como um marcador 

mais adequado para presença de HPAs, onde foram especificados no regulamento 

de n° 835/2011(EU, 2011 a). 

A Tabela 3 demonstra os níveis estabelecidos por esta norma. 

Tabela 3 – Níveis máximos de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos de acordo com o 

regulamento n°835/2011 da União Europeia. 

 Níveis Máximos (µg kg-1) 

Tipos de alimentos Benzo(a)Pireno ∑HPAs 4 

(B(a)A+chR+B(a)P+B(k)F 

Óleos e gorduras  2,0 10,0 

Grãos de cacau  5,0 35,0 

Produtos derivados de cacau 5,0 30,0 

Óleo de coco  2,0 20,0 

Carne defumada  5,0 30,0 

Produtos à base de carne 

defumada 

2,0 12,0 

Peixe defumado e produtos de 

pesca defumado 

5,0 30,0 

Caranguejos e crustáceos 

defumados 

2,0 12,0 

Espadilhas defumadas e 

espadilhas defumadas em latas 

5,0 30,0 

Moluscos bivalves e produtos 

defumados 

6,0 35,0 

Alimentos transformados à 

base de cereais e alimentos 

para bebês 

1,0 1,0 

Fórmulas para lactentes e 

fórmulas de transição, incluindo 

leite para bebês 

1,0 1,0 

Alimentos dietéticos 1,0 1,0 

Legenda: B(a)A (Benzo(a)Antraceno); ChR (Criseno); BaP (Benzo(a)Pireno; BkF 
(Benzo(k)Fluoranteno. 
Fonte: Adaptado de EU, (2011ª). 

Além disso o regulamento n° 836/2011 (EU, 2011b) da Comissão das 

Comunidades Europeias, diz respeito aos métodos de amostragem e análise para 

o controle oficial dos níveis de chumbo, cádmio, mercúrio, estanho, inorgânico, 3-
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MCPD e Benzo(a)Pireno em produtos alimentares. A Tabela 4 destaca os critérios 

de desempenho para métodos de análise de benzo(a)pireno. 

 
Tabela 4 – Critérios de desempenho para métodos de análise de benzo(a)pireno  

Parâmetro Valor 

Aplicabilidade Alimentos especificados no Regulamento (EU) n° 
835/2011 

Limite de detecção  Menor do que 0,3 µg kg-1 
Limite de quantificação Menor do que 0,9 µg kg-1 
Recuperação 50 a 120% 
Especificidade Livre de interferências de espectrais, verificação de 

detecção positiva 

Fonte:  Adaptado EU, (2011b). 

Nos Estados Unidos a Associação, de Alimentos em Conserva (Snack Food 

Association, SFA) estabelece que os aromas/aromatizantes dos condimentos 

utilizados na produção de alimentos industrializados não devem possuir teores de 

BaP e BaA superiores a 10 µg kg-1 e 20 µg kg-1 (SIMKO, 2002). A legislação 

Americana é focada na redução dos HPAs em questões ambientais através da 

USEPA (GARCIA et al., 2014; ARDUIM et al., 2019). 

Na Alemanha, a Sociedade Alemã da Ciência dos Lipídeos (German Society 

for Fat Science), fixou limites de 25 µg kg-1 para os HPAs totais e de 5 µg kg-1 para 

os HPAs de elevada massa molecular em alimentos defumados (MORET et al., 

2010).   

Já no Brasil a legislação existente para HPAs em alimentos é muito limitada, 

existe apenas legislação para área de proteção ambiental. Para alguns grupos de 

alimentos há legislação, os limites estabelecidos são somente para o BaP, porém 

existem limitações consideráveis, pois são encontrados HPAs com mais de um 

composto coexistente. O órgão responsável pela regulação no Brasil é a Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA). 

O Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), ainda não 

estabeleceu limites para a maioria dos alimentos possíveis de contaminação por 

HPAs.  A ANVISA na Resolução n° 2/2007 determinou limite para BaP para 

alimentos que passaram por processo de defumação de 0,03 µg kg-1 e a Portaria 

n° 2.914/2011, estabeleceu um limite de 0,7 µg L-1 para água envasada e gelo 

(ANVISA, 2005,2007). 
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2.2 MÉTODOS DE EXTRAÇÃO DE HPAs 

A literatura dispõe de uma variedade de técnicas de extração para a 

determinação de HPAs em alimentos. Dentre as mais utilizadas estão a extração 

por ultrassom (LIN et al., 2005; LAWAL, 2017; PARIS et al., 2019; SANCHES 

FILHO et al., 2021), soxhlet (LUQUE-GARCIA, 2004; WANDA et al., 2011; 

BOBEDA, 2014), fase sólida (GALLINARO e FRANCO, 2009; THEA et al., 2016, 

WANG et al., 2021), QuEchERS (PRESTES et al., 2009; SURMA et al., 2014; 

PERESTRELO et al., 2019), microondas (HERNÁNDEZ-PÓVEDA et al., 2008; 

BOUTEMTAM et al., 2020) e microextração em fase sólida (QUINTEIRO et al., 

2003, PARIS et al., 2018). Abaixo serão apresentadas detalhadamente cada uma 

das extrações citadas anteriormente. 

2.2.1. Extração sob Ultrassom 

A extração utilizando os banhos de ultrassom são frequentemente usadas 

para análise de HPAs e n-alcanos em sedimentos e em alimentos (LIN et al., 2005; 

FERREIRA, 2015; ARDUIM et al., 2019; SANCHES FILHO et al., 2021). É uma 

etapa de extração já padronizada pela EPA 8310 (EPA,2015). 

Lin, Tu e Zhu (2005), utilizaram a técnica com sucesso para análise de folhas 

de chá verde, preto e jasmim. Os analitos foram extraídos por 30 minutos em banho 

ultrassônico, com 20,0 mL de diclorometano, os extratos foram purificados em 

coluna clássica de sílica com eluição de 10,0 mL de hexano. 

Este método possui uma eficiência de extração, que está relacionada com o 

fenômeno de cavitação, que é a formação e o colapso de microbolhas que 

absorvem mais energia do ultrassom e implodem, como demonstra a Figura 4. 

Durante a implosão ou colapso das microbolhas há uma produção de altas 

temperaturas e pressão em torno de 5000 °C e 1000 atm. Quando a cavitação 

ocorre em um solvente junto com uma amostra sólida, ocorre a produção de 

microjatos de solvente com alta velocidade (v>100 m/s), os quais são responsáveis 

pela extração e transferência dos analitos da amostra sólida para o solvente 

(SUSLICK, 1989; CARUSO e ALABURDA, 2008; CHUAH et al., 2017). 
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Figura 4: Crescimento e implosão de bola de um líquido irradiado com ultrassom. 
Fonte: Adaptado Suslick, (1989). 

Apresenta algumas vantagens como: a rapidez, pois a média de tempo gasto 

é de 1 hora e 30 minutos, a simplicidade no processamento da amostra e o baixo 

custo de operação (SUSLICK, 1989; CHUAH et al., 2017) 

2.2.2. Extração em Fase Sólida 

A extração em fase sólida (Solid-phase Extraction SPE) foi introduzida em 

1976 para suprir as desvantagens apresentadas pela extração líquido-líquido e 

hoje, consiste no método mais popular de preparo de amostra em análises de rotina 

(JARDIM, 2010).  

A técnica consiste na aplicação de amostras líquidas contendo os analitos 

no topo de uma coluna ou cartucho e eluída através do sólido adsorvente (THEA et 

al., 2016). Após a fase líquida ser drenada, o analito retido no adsorvente é eluído 

com um solvente mais seletivo e de polaridade adequada para, finalmente, ser 

coletado para análise (BOBEDA, 2014). Esta técnica de separação baseia-se nos 

mesmos mecanismos da cromatografia líquida de baixa pressão e, do ponto de 

vista prático, comporta-se como um sistema cromatográfico de coluna aberta que 

contém a fase sólida (CALDAS et al., 2011), conforme mostrado na Figura 5. 
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 Figura 5. Etapas do SPE: condicionamento do sorvente, adição da amostra, remoção dos    
interferentes e eluição do analito. 
 Fonte: Borges (2016). 

Possui um vasto campo de aplicação como análises de fármacos, nas áreas 

de bioquímica e de química orgânica, alimentos, como: carnes, cereais, pescado e 

bebidas, além de ser, também, muito usada em matrizes de amostras ambientais, 

como, água, solo e ar. O uso para extração de HPAs têm mostrado excelente 

seletividade e também índices adequados de recuperação para estes 

contaminantes nestes diferentes tipos de matrizes (GALLINARO e FRANCO, 

2009).  

Esta técnica pode ser utilizada diretamente acoplada às técnicas de 

Accelerated Solvent Extraction (ASE), o que contribui para diminuir o tempo de 

preparo da amostra para análise, a fim de evitar a perda do analito, que ocorre 

normalmente quando o preparo do extrato envolve etapas variadas, ou a 

contaminação do extrato devido sua manipulação (CALDAS et al., 2011). 

As vantagens apresentadas por esta técnica de extração é o menor consumo 

de solventes orgânicos, a não formação de emulsões, a facilidade de automação, 

as altas porcentagens de recuperação do analito, volumes reduzidos de resíduos 

tóxicos, capacidade de aumentar seletividade da concentração do analito e 

disponibilidade comercial. Já por outro lado, apresenta desvantagens no tempo 

elevado de análise, os altos custos dos cartuchos e dos dispositivos comerciais 

multivias (manifolds) e a dificuldade em selecionar o sorvente adequado para a 

aplicação desejada (MOLLE, 2017).  

2.2.3. Extração Soxhlet  

A extração por soxhlet é o método reconhecido pela USEPA para extração 

de compostos orgânicos, semi-voláteis e não voláteis de matrizes sólidas (USEPA, 

1996).   
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A extração funciona através do fenômeno de refluxo, onde a amostra é 

colocada em um cartucho de celulose dentro de um extrator soxhlet que durante o 

processo é gradualmente preenchido com solvente condensado que provém de um 

balão de destilação sob aquecimento, conforme ilustrado na Figura 6. Quando o 

solvente atinge um nível de transbordamento, ocorre o processo de sifonagem, 

onde o sifão aspira todo o conteúdo do suporte do dedal e o transporta de volta ao 

balão de destilação (LUQUE-GARCÍA e DE CASTRO, 2004). 

                              

       Figura 6. Esquema de um extrator soxhlet. 
       Fonte: Adaptado de Bobeda, (2014). 

Este método é muito utilizado em diversos estudos, para análise de 

contaminantes ambientais e também em alimentos, como foi o apresentado por 

Wandan et al. (2011), que determinaram a presença de benzo(a)pireno em 

amêndoas granuladas de cacau e concluíram que esses níveis são considerados 

altos em comparação com parâmetros utilizados. 

Devido ao seu grande potencial extrator, a metodologia utilizando o soxhlet 

é usada para diversos tipos de análise, sendo mais utilizada na área ambiental em 

diversas amostras sólidas e para a extração de diversos produtos e é fácil 

reprodutibilidade, contudo possui a desvantagem em seu processo com o uso muito 

grande de solvente, tendo em vista que o solvente necessita permanecer em refluxo 
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durante 12 a 36 horas para alcançar uma eficiência de extração (BOBEDA, 2014; 

CASTRO et al., 2021). 

2.2.4. Extração QuEchERS 

O método de extração QuEChERS é um dos mais promissores, envolvendo 

quantidades reduzidas de solventes orgânicos e vidrarias, segundo os princípios 

da química verde (PERESTRELO et al., 2019). Esse método tem como vantagem 

ser rápido, fácil, barato, eficaz, robusto e seguro (Quick, Easy, Cheap, Effective, 

Rugged, Safe) (PRESTES et al., 2009). 

Embora tenha sido originalmente projetado para a extração de resíduos de 

agrotóxicos em frutas e vegetais, o método QuEChERS tem sido amplamente 

estudado para determinação de diferentes compostos nas mais diversas matrizes 

(ARIAS, 2019).  

Surma et al. (2014), aplicaram o método para a determinação de HPAs em 

alimentos de origem animal, onde foi possível identificação desses compostos em 

todas as amostras, dentro dos limites estabelecidos pelo regulamento da nº 

835/2011 (EU,2011).  

Esse método possui várias versões, como por exemplo uma extração com 

aceto nitrila, seguida de partição líquido-líquido (adição de MgSO4 e NaCl e 

posterior etapa de purificação com extração em fase sólida dispersiva 

(ANASTASSIADES et al., 2003; PRESTES et al., 2009; DEMARCO, 2017; ARIAS, 

2019). Conforme demonstrado na Figura 7. 

 

 
Figura 7. Demonstração das principais versões do método QuEChERS. 
Fonte:  Demarco, (2017).  
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2.2.5. Extração Assistida por Microondas 

A extração assistida por microondas (do inglês microwave assisted 

extraction - MAE), consiste no aquecimento do solvente extrator em contato com a 

amostra pela energia das microondas. A partição dos analitos da matriz para o 

solvente extrator depende da temperatura e da natureza do solvente 

(HERNÁNDEZ-PÓVEDA et al., 2008). 

A energia de microondas é uma forma não ionizante que cria uma radiação 

eletromagnética que causa movimento molecular, por migração de íons e rotação 

de dipolos, mas normalmente não causa alterações na estrutura molecular (SHU et 

al., 2003).  

Além de ter uma faixa de frequência de 300 a 300.000 MHz (BOUTEMTAM 

et al., 2020). Para aquecer uma amostra por microondas é necessária a presença 

de um composto dielétrico. Quanto maior a constante dielétrica, maior a liberação 

de energia térmica e mais rápido se dá o aquecimento em uma dada frequência. A 

capacidade de um solvente absorver a energia de microondas e transferi-la, na 

forma de calor, para outras moléculas depende em parte do fator de dissipação 

(SHU et al., 2003; BOUTEMTAM et al., 2020).  

O MAE é muito usado para extração de HPAs de amostras ambientais 

sólidas, Shu et al. (2003), realizaram um procedimento de extração assistida por 

microondas para HPAs em poluentes ambientais. Seu procedimento otimizado 

usou uma mistura de tolueno-acetona (95:5) em 150 W por 20 minutos, onde obteve 

uma recuperação para os HPAs contidos em NIST SRM-1649a variou de 77-116 

%. Em análise de HPAs em alimentos não se tem muitos estudos relacionados a 

esta técnica de extração.  

2.2.6. Extração por Microextração em Fase Sólida 

A microextração em fase sólida (do inglês solid phase microextraction 

SPME) é uma microtécnica de extração e de pré-concentração de analitos, pois 

esses processos são realizados em escala muito pequena (QUINTEIRO apud 

VALENTE e AUGUSTO, 2003).  A SPME apresenta diversas vantagens quando 

comparada a técnicas convencionais permitindo a automação das análises, 

concentração dos analitos, reutilização das fibras de extração e simplificação da 

instrumentação analítica, além de ser usada para extrair diferentes analitos, em 
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diversos campos da pesquisa como química forense, ambiental, área farmacêutica, 

alimentícia (NASCIMENTO et al., 2018). 

Além de possui um dispositivo básico que abrange um bastão de fibra óptica 

de sílica fundida com sua extremidade recoberta por um filme, conforme a Figura 

8.  

 

Figura 8. Procedimento básico de operação da SPME. Processo de extração dos analitos 
da amostra e dessorção térmica no injetor de um cromatógrafo a gás. 
Fonte: Nascimento et al., (2018). 

A extração e concentração do soluto ocorrem através dos processos de 

sorção (absorção ou adsorção) do soluto em uma fina camada de fase extratora 

(com espessura de 7 a 100 µm), polímero ou sólido adsorvente, que reveste 

superfície extrema de uma fibra de sílica fundida (KATAOKA e SATO, 2011). 

Esta técnica quando acoplada a sistemas analíticos fornece análises rápidas 

com baixo consumo de solventes tóxicos e com maior precisão analítica. No 

acoplamento com a cromatografia gasosa (SPME/GC) a fibra é inserida 

diretamente no injetor já aquecido após o processo de extração, onde os analitos 

serão termicamente dissolvidos para a coluna analítica. Desta maneira, não há 

necessidade de utilizar solventes orgânicos. Outra maneira de se utilizar a SPME é 

acoplando-a com a cromatografia líquida (SPME/LC), nesse caso há necessidade 

de uma interface apropriada na forma de um T, onde a fibra é inserida na parte 
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superior e na parte lateral e inferior, onde conecta-se a válvula de seis pórticos do 

HPLC (COELHO et al., 2008; KNOW et al., 2013). 

2.2.7.  Métodos de análises para HPAs  

 A exposição dos HPAs no organismo humano tem gerado muita 

preocupação o que gera uma grande atenção para desenvolvimento de 

metodologias para identificação e determinação desses compostos em nível de 

traços em diversas matrizes.  

Os métodos cromatográficos são bastante empregados na atualidade para 

análise de HPAs em alimentos diversos.  

Sanches Filho et al. (2021), desenvolveram um método para a determinação 

de HPAs em marcela utilizando a cromatografia gasosa acoplada com 

espectrometria de massa, onde identificou concentrações elevada de HPAs para 

chá, resultando em níveis que podem causar danos à saúde. 

Lee et al. (2016), estabeleceram um método usando GC/MS para identificar 

os efeitos dos procedimentos em uso de grelha, e determinar os níveis de HPAs 

em carnes grelhadas, resultando na identificação dos HPAs cancerígenos, através 

da combustão de gotejamentos da gordura. Surma et al., (2014), também 

desenvolveram um método usando o GC/MS, para a determinação de HPAs em 

alimentos de origem animal, onde mostraram recuperações na faixa de 72,4-

110,8%. 

Zachara et al. (2017), determinaram o teor de 4 HPAs (Benzo(a)Pireno, 

Benzo(a)Antraceno, Benzo(b)Fluoranteno e Criseno) em amostras de carnes 

defumadas, peixes e óleos vegetais usando cromatografia líquida de alta 

performance (HPLC), com detector de fluorescência, obteve valores de limite de 

detecção e quantificação de 0,18 e 0,25 µg kg-1.  

2.2.7.1 Cromatografia Gasosa acoplada Espectrometria de Massas 

A cromatografia é uma técnica de separação bastante utilizada em diversas 

áreas de pesquisa, com destaque para a química orgânica, química de produtos 

naturais e química ambiental (LAWAL, 2017; LIMA, 2019). 

As separações em cromatografia gasosa são obtidas por uma série de 

partições entre uma fase gasosa em movimento e uma fase estacionária 

(normalmente líquida) mantida em um tubo de pequeno diâmetro (a coluna), após 
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uma mistura ser injetada como uma banda estreita. A amostra é introduzida na 

coluna na forma de vapor (DEGANI et al., 1998; LINO et al., 2006).  

Na coluna, a solubilidade de cada componente na fase gasosa depende da 

sua pressão de vapor, que por sua vez é uma função da temperatura da coluna e 

da afinidade entre o composto e a fase estacionária. Diferenças na pressão de 

vapor fazem com que as moléculas de cada componente sejam divididas entre a 

fase gasosa móvel e a fase estacionária. Um detector monitora a composição do 

fluxo de gás conforme ele emerge da coluna, carregando os componentes 

separados, e os sinais resultantes fornecem dados requeridos para a análise. A 

Figura 9 mostra os componentes básicos de um cromatógrafo gasoso acoplado ao 

espectrômetro de massas (BARTLE e MYERS, 2002;). 

 

Figura 9. Diagrama esquemático das partes básicas de um cromatógrafo gasoso (GC). 
Fonte: Adaptado de Lima, (2019). 

A cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (GC/MS) é a 

combinação sinérgica de duas técnicas microanalíticas, um cromatógrafo a gás que 

separa os componentes de uma mistura no tempo, e um espectrômetro de massas 

que fornece informações que auxiliam na identificação estrutural de cada 

componente. Caracterizam-se por técnicas bastante compatíveis, pois as técnicas 

de ionização por espectrometria de massa requerem analitos em fase gasosa e 

são, portanto, idealmente adequadas para a cromatografia gasosa que requer, do 

mesmo, amostras volatilizadas (LIMA, 2019). 

Análises por espectrometria de massas dependem de dois processos 

básicos que ocorrem no analisador: ionização e separação de massas. Diferentes 

métodos de ionização podem ser combinados com as diferentes técnicas de 

separação de massa, dependendo dos resultados desejados (SPARKMAN et al., 

2011).  
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A cromatografia gasosa faz uso basicamente de dois tipos de método de 

ionização: ionização química e ionização por impacto eletrônico. Por trazer mais 

detalhes sobre as estruturas dos compostos a ionização por impacto eletrônico 

costuma ser a forma mais comum. Nesse tipo de ionização o analito entra na 

câmara de ionização a baixas pressões sendo fragmentado quando colide com 

elétrons acelerados por um potencial de 70 eV provenientes de um filamento focado 

através da câmera. Onde os fragmentos gerados como íons positivos são então 

encaminhados ao analisador que separa as massas e envia ao detector (BARTLE 

e MYERS, 2012).   

Os analisadores mais comuns de massa são aqueles baseados no tempo de 

voo dos íons de massa diferentes, conhecido como TOF (Time of flight); os 

analisadores baseados na oscilação dos íons em torno de um eletrodo central, 

sendo a oscilação dependente da massa do íon, conhecido como Orbitrap 

(Electrostatic Axially Harmonic Orbital Trapping), e os analisadores do tipo 

quadrupolo e íon trap que separam as massas de acordo com a estabilidade frente 

a um campo eletromagnético (SPARKMAN et al., 2011; LIMA, 2019).  

A escolha do analisador geralmente está baseada no tipo de dado que se 

deseja gerar, sendo alguns analisadores mais adequados para a análise qualitativa 

(analisadores de alta resolução), enquanto outros são mais adequados para 

análises quantitativas. As análises quantitativas normalmente requerem 

analisadores mais seletivos, que são capazes de eliminar, com eficiência, possíveis 

interferências contidas na amostra (SPARKMAN et al., 2011). 

2.2.7.2  Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

A cromatografia líquida de alta eficiência (do inglês High Performance Liquid 

Chromatograpy - HPLC) é a técnica cromatográfica de grande versatilidade e poder 

analítico, que pode ser aplicada a qualquer composto com solubilidade em um 

líquido que pode ser utilizado como fase móvel. A HPLC é utilizada na análise de 

alimentos para quantificar pequenas moléculas e íons e para separar e purificar 

macromoléculas (REUHS, 2017). 

A HPLC utiliza um suporte com partículas diminutas responsáveis pela alta 

eficiência, sendo um método adequado para separação de espécies iônicas e 

macromoléculas (DEGANI et al., 1998). Devido à utilização de colunas com grande 

capacidade de separação, a realização da HPLC requer a utilização de 
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equipamentos específicos, com o uso de bombas e colunas que suportam altas 

pressões necessárias para eluição da fase móvel (LINO et al., 2006).  

A Figura 10 mostra os componentes básicos de um HPLC, onde a fase móvel 

deve ser um solvente que dissolva a amostra sem que qualquer interação química 

ocorra entre ambas. A fase estacionária deve ser compatível com o detector, 

possuindo polaridade adequada para permitir a separação adequada dos 

componentes da amostra. Já a coluna cromatográfica deve ser confeccionada de 

material inerte e que resista a altas pressões. Por fim os detectores devem 

apresentar ampla faixa de aplicação, sendo que os mais utilizados são os 

espectrais (PERES, 2002; MEYER, 2013). 

 

Figura 10. Diagrama esquemático das partes básicas de um HPLC. 
Fonte: Adaptado de Peres, (2002). 

Recentemente a evolução das colunas e da fase estacionária permitiu o uso 

de partículas muito pequenas, desenvolvendo assim a cromatografia líquida de 

ultra eficiência (U-HPLC). A U-HPLC é um método cromatográfico com análises 

mais rápidas, consumo menor de solventes e com eficiência muito mais elevada 

que a HPLC (LINO et al., 2006).  
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2. 3. PRODUÇÃO DE PIMENTAS 

Desde antiguidade ervas e especiarias têm sido usadas em todo o mundo 

para dar sabor e conservar alimentos (SCHWEIGGERT et al., 2007; PEREIRA, 

2018). 

De acordo com Pinto et al. (2013), as pimentas têm como centro de origem 

a américa, sendo cultivadas em clima tropical e semi-temperado.  

Schweiggert et al. (2007), afirmam que as especiarias são produzidas a partir 

de uma grande variedade de partes de plantas como rizomas, cascas, folhas, frutos 

e sementes, e que as mesmas passam por um processo de produção que inclui: 

pré-tratamento, secagem, limpeza, moagem, embalagem, armazenamento e uma 

descontaminação microbiana. 

A colheita e pós-colheita é realizada manualmente ou mecanicamente, 

seguido pela secagem das pimentas, que são cortadas e colocadas para secar 

espalhadas no solo ou em plataformas elevadas, e secas ao sol. Outra forma de 

secagem pode ocorrer usando fogões em que o fogo aberto ou aquecido por tubos 

de ferro fornecem o calor para a secagem (SCHWEIGGERT et al., 2007; FASANO 

et al., 2016; MONAGO-MARAÑA et al., 2016). 

Após o processamento, os temperos são geralmente embalados em pacotes 

e armazenados por um a três meses até que são entregues aos comerciantes. Além 

da operação de secagem, o armazenamento é outra crítica, um ponto de controle 

e o controle da temperatura de armazenamento e a umidade é imprescindível para 

evitar danos ao tempero (SCHWEIGGERT et al., 2007). 

As pimentas são plantas utilizadas na alimentação, que produzem 

sensações picantes e de calor devido aos seus componentes químicos. Há dois 

gêneros de pimentas mais conhecidos, o Piper e o Capsicum (SEMEDO et al., 

2004; BOMTEMPO,2007). 

O gênero Piper é o mais antigo, pertencente à família das piperaceae, tendo 

como a mais conhecida a pimenta-do-reino (Piper nigrum), como é conhecida no 

Brasil e seu princípio ativo é a piperina, responsável pelo sabor picante 

(BOMTEMPO, 2007; FERREIRA, 2018). A Figura 11, demonstra a fórmula 

molecular da piperina. 



 

35 

 

 

Figura 11. Estrutura molecular da piperina. 
Fonte: Adaptado de Semedo et al. (2004). 

O gênero Capsicum possui cerca de 30 espécies que pertencem à família 

das solanáceas e seu principal ativo é a capsaicina (Figura 12), cuja importância é 

o fato de não se modificar com calor, álcool, vinagre ou óleo, mantendo assim o 

sabor picante e aroma natural (SEMEDO et al., 2004; BONTEMPO, 2007; REYES-

ESCOGIDO et al., 2011; LUN et al., 2017)).  

 

Figura 12. Estrutura molecular da capsaicina. 
Fonte: Adaptado de Semedo et al. (2004). 

São esses capsaicinóides, que são produzidos nas células epidérmicas da 

placenta dos frutos, que conferem às bagas de tais plantas a pungência, um atributo 

relacionado ao grande número de usos humanos, entre eles o condimentar, o 

repelente, o ritual e o medicinal (REYES-ESCOGIDO et al., 2011; BAE et al., 2012; 

LUN et al., 2017).  

Segundo Barchenger e Bosland (2016), o gênero Capsicum apresenta 

grande diversidade de forma, tamanho e cor dos frutos, além de possuir uma 

variedade morfológica, agrupando as pimentas em espécies como: C. annuum, C. 

frutescens, C. chinense, C. baccatum e C.pubescens. 

2.3.1 Produção e Consumo de pimentas Capsicum no Brasil 

No Brasil os principais produtores das pimentas Capsicum são cultivadas 

nos estados do Rio Grande do Sul, Roraima, Goiás, Minas Gerais e Ceará, 

conforme demonstrado na Tabela 5.  
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Tabela 5 – Informações sobre espaçamentos, época de plantio e ciclo dos principais tipos de 

pimentas em diferentes regiões do país. 

Região Tipo de Pimenta 
Espaçame

nto (mxm) 

Estande (n°da 

semeadura) 

Época da 

semeadura 

Ciclo da 

cultura 

      

São Paulo Dedo-de-Moça 1,50 x 1,00 6.500 Dez a Jan 12 meses 

Goiás e DF 

Pimenta de cheiro 

Bode 

Cumari do Pará 

1,20 x 0,80 10.400 Nov a Jan 12 meses 

 Malagueta 1,50 x 1,00 6.500 Nov a Jan 12 meses 

Catalão –GO Jalapeño 1,00 x 0,33 30.000 Fev a Mar 6 a 7 meses 

Paraopeba – MG Malagueta 1,00 x 0,80 12.500 Dezembro 12 meses 

Pelotas – RS Dedo-de-Moça 0,80 x0,50 12.500 Agosto 8 meses 

Ceará Tabasco     

Fonte: Adaptado de Reifschneider, 2000. 

Assim, o cultivo segue o modelo de agricultura familiar e de integração de 

pequeno agricultor e a indústria. Os estados da região Sul são provavelmente os 

que menos consomem pimentas in natura no País, havendo uma preferência pelas 

formas processadas, como molhos, conservas e pimentas desidratadas (DO RÊGO 

et al., 2016). 

Na região Sudeste consome-se principalmente a pimenta doce do tipo 

americana, pimenta cambuci, malagueta e cumari vermelha. Na região Nordeste, 

predominam as pimentas malagueta e pimenta de cheiro. Na região Norte, as 

pimentas mais apreciadas são a murupi, cumari do Pará e a pimenta de cheiro, na 

região Centro-Oeste, tradicionalmente são cultivadas e consumidas pimentas bode, 

malagueta, cumari do Pará, dedo de moça e mais recentemente pimenta de cheiro, 

anteriormente proveniente do Pará e atualmente já cultivada em Goiás (EMBRAPA, 

2020). 

As pimentas do gênero Capsicum no ramo das exportações são as mais 

comercializadas pelo mundo, segundo dados da Food and Agriculture 

Organization. No Brasil, entre os anos de 2010 e 2014 a produção destes produtos 

responderam por aproximadamente 3.500 toneladas anuais. Em relação ao 

consumo mundial destas pimentas, as informações supõem 1,11 (g per capita/dia) 

no mesmo período (FAO, 2017).  
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Logo as pimentas que são mais consumidas no Brasil e no Mundo se 

destacam por marcarem presença na gastronomia, além de trazer benefícios para 

a saúde. A seguir algumas das espécies que são bastante consumidas 

mundialmente. 

● Pimenta Caiena é uma espécie Capsicum baccatum, uma variante da 

pimenta malagueta, conhecida como dedo-de-moça ou chifre-de-veado, é 

caracterizada por frutos de maiores dimensões e coloração mais intensa 

como demonstrado na Figura 13. Em sua composição possui uma mistura 

de pimentas vermelhas secas (malagueta, dedo-de-moça, chifre-de-veado) 

(BONTEMPO, 2007). Além de se destaca por possuir uma concentração 

maior de capsaicina, o que ocasiona mais ardência (CARVALHO et al., 

2009). 

 

Figura 13. Pimenta Caiena in natura e processada (em pó). 
Fonte: Carvalho et al. (2009). 

● Páprica é um produto obtido a partir de frutas desidratas e moídas de certas 

variedades de pimentão vermelho relacionado a espécie Capsicum annum 

(CARVALHO et al., 2006), conforme a Figura 14. É obtida a partir de 

pimentões secos, por fumaça (fogo de carvalho ou azinheira), podendo 

também ser secas ao ar quente ou ao sol. A desidratação as frutas é obtida 

com um sistema de defumação, com três características fundamentais: 

sabor, estabilidade de cor e aroma (MONAGO-MARAÑA et al., 2016).  
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            Figura 14. Páprica Defumada. 
            Fonte: Embrapa, (2006) 

● Pimenta Calabresa, não é uma espécie de pimenta mas apenas uma 

pimenta desidratada que se comercializa na forma de flocos com sementes 

ou em pó. No Brasil, utilizam-se as sementes da pimenta dedo-de-moça 

(Capsicum baccatum) para a sua produção (BONTEMPO, 2007). 

 

          Figura 15. Pimenta Calabresa em pó. 
            Fonte: Bontempo, (2007). 

● Pimenta síria, não é considerada uma pimenta, mas sim uma mistura de 

especiarias (pimenta-da-Jamaica, pimenta-do-reino, canela, cravo-da-índia 

e noz-moscada) (BONTEMPO, 2007). 

 

Figura 16.  Fluxograma das principais especiarias para produção da pimenta síria.  
Fonte: Autor, (2021). 

● Merken, é uma mistura de pimentas da espécie (Capsicum van.lungun), são 

produzidas artesanalmente, consiste em expor os alimentos à fumaça de 
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fogões ou braseiros, onde se queima a lenha para desidratar os frutos, é 

esse contato com a fumaça que vai conferir a cor e sabor (ARCE e CHARÃO-

MARQUES, 2019). 

 

Figura 17. Pimenta Merken. 
Fonte: Arce e Charão-Marques, (2019). 

2.4. VALIDAÇÃO DE METODOLOGIA ANALÍTICA  

O desenvolvimento de um método analítico, seja sua adaptação ou 

otimização, envolve um processo de avaliação que estime sua eficiência na rotina 

do laboratório (BRITO et al., 2003). 

De acordo com a norma NBR ISO/IEC 17025 (ABNT, 2001), para validar um 

método é preciso confirmar, por exame e fornecimento de evidência objetiva, que 

os requisitos específicos para um determinado uso pretendido seja atendido, ou 

seja, a validação de metodologias analíticas é o primeiro passo para a garantia da 

qualidade em um laboratório. 

A garantia da qualidade analítica é uma medida completa que o laboratório 

deve garantir para obter dados de alta qualidade. Além do uso de métodos de 

verificação e/ou padronização, outras medidas devem ser seguidas tais como 

procedimentos de controle da qualidade interno eficazes como por exemplo (uso 

de materiais de referência, calibração de equipamentos, controle de documentos, 

entre outros) (BURIN et al., 2008). 

Assim a validação de métodos analíticos se caracteriza com diversos 

parâmetros, ou figuras de mérito. Analisados em conjunto, os resultados desses 

parâmetros são capazes de demonstrar se o método analítico proposto é adequado 

para solucionar o problema analítico (GIUDICE, 2016; RDC166/2017). 
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2.4.1. Especificidade/Seletividade 

A especificidade define a capacidade de um método de detectar analitos na 

presença de outros componentes na matriz. Já a seletividade consiste na 

capacidade do método analítico de identificar ou quantificar o analito de interesse, 

inequivocamente, na presença de componentes que podem estar presentes na 

amostra, como impurezas, diluentes e componentes da matriz.  (BRITO et al., 

2003). 

Segundo Cassini et al. (2013), a especificidade pode ser realizada 

comparando os valores medidos de amostras fortificadas e não fortificadas 

contendo possíveis interferências com soluções de amostras padrão. 

2.4.2. Função de resposta 

O gráfico de análise deve fornecer dados estatísticos sobre o ponto de 

intersecção, a equação de regressão linear, correlação ou coeficiente de 

determinação e a concentração estimada do calibrador de solução padrão. 

Portanto, é necessário usar um número suficiente de soluções padrões para definir 

completamente a relação entre a concentração e a resposta. Pelo menos cinco 

valores de concentração dentro de um intervalo definido podem ser usados para 

construir um gráfico de análise (BRITO, et al., 2003; GIUDICE, 2016), conforme a 

Equação 1, onde B corresponde à média das medidas do branco, S a sensibilidade 

do método e x a concentração do analito na amostra. 

                              𝐹(𝑥) = 𝐵 + 𝑆𝑥                                         (Eq 1) 

2.4.3. Linearidade e faixa de trabalho 

De acordo com a resolução (RDC/166/2017) a linearidade de um método é 

demonstrada por sua capacidade de obter respostas analíticas diretamente 

proporcionais à concentração de um analito em uma amostra.  

Este parâmetro pode ser comprovado analisando o coeficiente de 

correlação, que não deve ser estaticamente diferente de 1(avaliado pelo teste ‘t’ 

Student) e observar que a inclinação da reta seja diferente de zero. Portanto, 

espera-se que o coeficiente angular obtido seja estatisticamente diferente de zero 

e o coeficiente de correlação seja estatisticamente igual a um, dessa forma, é 

possível determinar em um primeiro momento que os resultados obtidos se 
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direcionam a uma resposta linear e a partir daí, determinar o melhor modelo a ser 

utilizado (BRITO et al., 2003; GIUDICE, 2016).  

2.4.4. Sensibilidade 

A sensibilidade é definida como a razão entre a inclinação da curva analítica 

e o desvio padrão do sinal analítico em uma determinada concentração. Esse 

parâmetro leva em consideração o ruído presente nos sinais de resposta 

(GIUDICE, 2016), expresso na Equação 2, onde S é a sensibilidade, dx é a variação 

da resposta e dy a variação da concentração. 

                                     𝑆 =
𝑑𝑥

𝑑𝑦
                                                          (Eq. 2) 

Em métodos sensíveis, pequenas diferenças na concentração de alto analito 

podem causar grandes diferenças no valor do sinal de análise medido. Este padrão 

indica a capacidade do procedimento analítico gerar um valor da propriedade 

monitorada ou medida, causada por pequeno incremento na concentração ou 

quantidade do analito (BRITO et al., 2003, BURIN et al., 2008). 

2.4.5. Exatidão 

Segundo Skoog et al. (2008), a exatidão é a concordância entre a média do 

valor observado ou estimado e o valor teórico tido como verdadeiro ou como 

referência, podendo expressar em erro absoluto ou erro relativo. Ela deve ser 

expressa pela relação percentual de recuperação do analito de concentração 

conhecida e a concentração teórica correspondente conforme a seguinte Equação 

3 (RDC166/2017). 

                               𝑹𝒆𝒄 % =
[𝒗𝒂𝒍𝒐𝒓 𝒐𝒃𝒕𝒊𝒅𝒐−𝒗𝒂𝒍𝒐𝒓 𝒓𝒆𝒂𝒍]

𝑽𝒂𝒍𝒐𝒓 𝒓𝒆𝒂𝒍
𝒙𝟏𝟎𝟎                    (Eq.3) 

O teste de recuperação usado para avaliar a exatidão do método de análise 

é o modelo mais comum usado para verificar o processo de analitos. Isso ocorre 

uma vez que a taxa de recuperação reflete a relação entre a quantidade de analito 

recuperada no processo e a quantidade real na amostra (BRITO et al., 2003). A 

exatidão é expressa como um erro percentual do sistema inerente ao processo. 

Devido à baixa taxa de recuperação do extrato, a medição imprecisa do volume do 

material ou a perda de material causada pelas substâncias interferentes na 

amostra, podem causar erros sistemáticos (BURIN et al., 2008).  
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Os modelos mais utilizados para avaliar a exatidão de um método analítico 

são: materiais de referência certificados, comparação de métodos, ensaios de 

recuperação e adição de padrão (VALDERRAMA et al., 2009). 

A Association of Official Analytical Chemists (AOAC) sugeriu valores de 

recuperação para o analito em estudo, os valores estão demonstrados na Tabela 

6. Esses valores são estimados considerando-se que análises de elementos 

majoritários costumam apresentar erros sistemáticos relativos muito inferiores 

àqueles obtidos para analitos em concentrações muito pequenas. 

Tabela 6. Recuperação do analito em função da concentração. 

Concentração do analito em (%) Intervalo de recuperação aceito (%) 

≥ 10 98 – 102 

≥ 1 97 – 103 

≥ 0,1 95 – 105 

≥ 0,01 90 – 107 

≥ 0.01 - ≥ 0,0001 80 – 110 

≥ 0,00001 60 – 115 

≥ 0,0000001 40 – 120 

Fonte: Adaptado BRITO et al., (2009). 

2.4.6. Precisão 

A precisão consiste em avaliar a proximidade entre os resultados obtidos por 

meio de ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método analítico 

a ser validado. Podendo ser expressa pelo desvio (S) padrão e pelo coeficiente de 

variação (CV), conforme demonstrado na equação 4 (RDC166/2017). 

                                       𝑪𝑽% =
𝒔

𝑴
𝒙 𝟏𝟎𝟎                                       (Eq.4) 

A precisão pode ser denominada por repetibilidade, quando se avalia o 

método com condições fixas e em curto intervalo de tempo, por precisão 

intermediária, quando se promove alguma alteração intralaboratorial, como, por 

exemplo, experimentos realizados por diferentes analistas e reprodutibilidade que 

atesta a precisão em ensaios interlaboratoriais. (VALDERRAMA et al., 2009). 
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2.4.7. Limite de Detecção (LD) 

O limite de detecção (LD) é obtido pela menor quantidade do analito presente 

em uma amostra que pode ser detectado, porém não necessariamente 

quantificado, sob as condições experimentais estabelecidas (BRITO et al., 2009; 

RDC 166/2017).  

O LD pode ser calculado por métodos visuais pela relação do sinal-ruído. 

Para o método que usa a curva analítica, ele pode ser definido como a 

concentração analítica que responde a um determinado fator de confiança superior 

ao desvio padrão (BURIN et al., 2008; VALDERRAMA et al., 2009). 

Para determinação da razão sinal/ruído se realiza a comparação dos sinais 

medidos da amostra com baixas concentrações conhecidas do analito com as do 

branco, estabelecendo-se a concentração mínima, na qual o analito pode ser 

detectado. Considera-se aceitável a razão do sinal/ruído com o valor 3 para estimar 

o limite de detecção (BRITO et al., 2003). 

Pode ser expresso pela seguinte equação 5, onde s corresponde ao desvio 

padrão da resposta, S o coeficiente angular do gráfico de calibração (sensibilidade 

do método (IUPAC, 2002). 

                                𝑳𝑫 =
𝟑 𝒙 𝒔

𝑺
                                           (Eq. 5) 

2.4.8. Limite de Quantificação (LQ)      

O limite de quantificação (LQ) é a quantidade mínima de analito em uma 

amostra que pode ser determinada com precisão e exatidão aceitáveis sob 

condições experimentais. Pode ser estimado por meio do sinal/ruído, desvio padrão 

e por processos estatísticos através da curva de calibração (BRITO et al., 2003; 

GIUDICE, 2016. 

O procedimento do sinal/ruído, determina a comparação dos sinais medidos 

da amostra com baixas concentrações conhecidas do analito com as do branco, 

onde estabelece uma concentração mínima na qual o analito pode ser identificado 

e quantificado com precisão e exatidão. Sua razão comumente aceita é 10:1 e pode 

ser expresso pela seguinte equação 6, onde s corresponde ao desvio padrão da 

resposta, S o coeficiente angular do gráfico de calibração (sensibilidade do método) 

(BRITO et al., 2003; BURIN et al., 2008).   



 

44 

 

                                         𝐿𝑄 =
10 𝑥 𝑠

𝑆
                                           (Eq.6) 

2.4.9. Robustez  

É a capacidade do método de não ser afetado por variações de 

determinados fatores a que o método pode estar sujeito como, por exemplo, 

temperatura, umidade e analista. O método é dito robusto quando não é afetado 

por essas pequenas variações (VALDERRAMA et al., 2009; GIUDICE, 2016).   

A robustez é avaliada durante a fase de desenvolvimento e depende do tipo 

de processo em estudo. Nos testes são aplicados experimentos estatísticos que 

examinam, simultaneamente, os efeitos de alterações em diferentes variáveis do 

método (RDC166/2017).  

 No caso de métodos cromatográficos, as variações referem-se a diferentes 

tipos de colunas, temperatura e fluxo, entre outras Os testes de robustez, em geral, 

servem para indicar os fatores que podem influenciar, significantemente, a resposta 

do método estudado (BRITO et al., 2003). 
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XVII Congresso Latino Americano de Cromatografia. 2019. (Congresso).  

Optimization of Chromatographic Methods for Determination of PAHs in Peppers. 

Trabalho aceito por periódico:  

Revista Ibero-Americana de Ciências Ambientais (RICA V12 N06 2021), 

QUALIS Referência B1 (2017-2020), para lançamento até junho/julho de 2021. 

ANEXO 1: DETERMINAÇÃO DE HPAs EM PREPARAÇÕES COMERCIAIS COM 
BASE EM PIMENTA 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Pode-se observar que os parâmetros obtidos para o método quantitativo 

(erro relativo, coeficiente de correlação e desvio padrão relativo) nos mostraram 

que o método cromatográfico em modo SIM é exato e preciso, com limites de 

detecção e quantificação adequados e sensibilidade e seletividade também 

adequadas, visto que, os compostos em sua maioria apresentaram boa resolução 

e separação dos demais compostos presentes na matriz, o que fornece segurança 

na determinação dos mesmos.  

Ao realizarmos a comparação dos métodos de clean-up, selecionamos o 

método 2 que utiliza apenas sílica como adsorvente, por ser mais econômico e 

ambientalmente amigável pois consome menos solventes orgânicos, portanto 

menos reagentes. 

Ao avaliarmos o método como um todo (extração, clean-up, e determinação 

cromatográfica em modo SIM) também foi caracterizado como preciso e exato com 

níveis de recuperação, com base nos HPAs deuterados, aceitos pelos órgãos 

ambientais como as recomendações da União Europeia e do INMETRO. 

A aplicação da metodologia nas amostras de pimentas, permitiu a 

identificação e a determinação de índices elevados de HPAs encontrados que 

podem estar atribuídos, principalmente, ao seu processo de produção com altos 

níveis de temperaturas no processo de secagem e defumação.  

Dessa maneira, a metodologia usada constitui-se como uma alternativa 

simples e adequada para o estudo e determinação de HPAs presentes em 

amostras de preparações comerciais com base em pimentas. 

O estudo cromatográfico das demais frações pode trazer informações 

adicionais como caracterização fitoquímica dos produtos comerciais à base de 

pimentas. 
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Determinação de HPAs em preparações comerciais com base em pimenta 

Resumo 

Este estudo avalia a presença e os níveis de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) 

em amostras comercias de pimentas, usando extração sob ultrassom acompanhada de etapas de 

cleanup e determinação por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas. Foram 

avaliados os 16 HPAs listados como contaminantes ambientais prioritários pela United States 

Environmental Protection Agency e utilizados como parâmetros a soma de Benzo(a)Antraceno, 

Criseno, Benzo(b)Fluoranteno e Benzo(a)Pireno os HPAs4 indicadores usados pela Agência 

Europeia de Segurança Alimentar para a presença desta classe de hidrocarbonetos em alimentos e 

a soma total para HPAs de maior peso molecular (Benzo(k)Fluoranteno, Benzo(b)Fluoranteno, 

Benzo(g, h, i)Perileno, Indeno(1, 2, 3-cd)Pireno estabelecida pela German Society for Fat Science. 

Foram encontrados os dezesseis HPAs, destacando-se como majoritários o Fenantreno, seguido 

pelo Criseno, Benzo(a)Antraceno, Acenaftileno e por último o Fluoreno. As concentrações de HPAs 

4 variaram de 92,2 µg Kg-1± 1,9% a 2989,6 µg Kg-1 ± 14,9% nas amostras de pimentas. A soma dos 

HPAs prioritários nas amostras comerciais de pimenta variou de 1626,6µg Kg-1± 4,5% e 34640,1 µg 

Kg-1±17,5%. As concentrações de HPAs nas amostras de pimentas ultrapassaram os valores 

permitidos pelo órgão de controle em alimentos, resultando em níveis que podem causar danos à 

saúde. 

Palavras-chave: Contaminantes ambientais, Especiarias, Segurança Alimentar, GC/MS. 
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Determination of PAHs in commercial preparations based on peppers 

Abstract 

 This study assesses the presence and levels of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in 

commercial pepper samples, using extraction under ultrasound followed by steps of cleanup and 

determination by gas chromatography coupled to mass spectrometry. The 16 PAHs listed as priority 

contaminants by the United States Environmental Protection Agency were evaluated and the sum 

of the four PAHs (Benzo(a)Anthracene, Chrysene, Benzo(b)Fluoranthene, Benzo(a)Pyrene) 

indicated by the European Food Safety Agency for the presence of PAHs in food and the total sum 

for higher molecular weight PAHs (Benzo(k)Fluoranthene, Benzo(b)Fluoranthene, Benzo(g,h, 

i)Perylene, Indene(1, 2, 3-cd)Pyrene established by the German Society for Fat Science were used 

as parameters in the samples. The sixteen PAHs listed in most of the samples were found, standing 

out as major Phenanthrene, followed by Chrysene, Benzo(a)Anthracene, Acenaphthylene, and 

finally Fluorene. The concentrations of PHAs 4 (EU) ranged from 92.2 µg kg-1±1.9% to 1858.3 µg kg-

1±14.9% in the pepper samples. The sum of the priority PAHs in the commercial pepper samples 

ranged from 1626.6 µg kg-1±4.5% to 34640.1 µg kg-1±17.5%. The concentrations of PAHs in the 

pepper samples exceeded the values allowed by the control organ in food, resulting in levels that 

can cause damage to health. 

Keywords: Environmental Contaminants, Spices, Food Security, GC/MS. 
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Introdução 

Os hidrocarbonetos estão listados como alguns dos principais contaminantes ambientais, 

pois são gerados facilmente a partir de fontes naturais e por diferentes atividades antrópicas, 

apresentando grande dispersão ambiental (HARTZELL et al., 2018). 

Dentre eles, os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) apresentam alta toxicidade 

à biota devido seu potencial carcinogênico e mutagênico (GARCIA et al., 2014). 

Os HPAs são moléculas diversificadas com mais de cem compostos orgânicos, constituídos 

apenas de carbono e hidrogênio, formados por dois ou mais anéis aromáticos condensados, cada 

qual contendo cinco ou seis átomos de carbonos (BUDZINKI et al., 2004). A grande parte da 

formação destes compostos se dá pela combustão incompleta de compostos orgânicos e estão 

presentes na queima incompleta de óleos, petróleo e seus derivados, nos escapamentos de 

veículos, na fumaça de cigarros e assemelhados, na calefação, na queima de carvão ou madeira, na 

incineração de rejeitos, entre outros (NETO et al., 2000; HARTZELL et al., 2018).  Após formação, os 

HPAs, distribuem-se nos compartimentos ambientais em proporções que dependem de suas 

propriedades físico-químicas e das características de cada compartimento ambiental (CHEN et al., 

2017). 

De acordo com Pietzch (2017), esses compostos podem se dividir em duas classes: 

compostos com baixa massa molecular (Naftaleno, Acenaftileno, Acenafteno, Fluoreno, 

Fenantreno e Antraceno) e com alta massa molecular (Fluoranteno, Pireno, Benzo(a)Antraceno, 

Criseno, Benzo(k)Fluoranteno, Benzo(b)Fluoranteno, Benzo(a)Pireno, Dibenzo(a,h)Antraceno, 

Benzo(g,h,i)Perileno, Indeno(1,2,3-cd)Pireno). Nestes hidrocarbonetos estão os 16 HPAs listados 

pela United States Environmental Protection Agency (USEPA) como contaminantes prioritários e 

suas estruturas moleculares estão apresentadas na Figura 1 (SUN et al., 2018; TU et al., 2018). 

 

Figura 1: (A) Estruturas moleculares dos 16 HPAs contidos na lista de contaminantes prioritários pela USEPA; 
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(B) HPA4 - European Food Safety Authority; (C) HPAs de alta massa molecular pela German Society for Fat 
Science. Fonte: Pietzsch, (2017) e Bettin e Franco (2005). 

Embora dezenas de HPAs tenham sido isolados e estudados, destacam-se os avaliados em 

alimentos e reconhecidos por organizações internacionais como World Health Organization (WHO), 

Food and Agriculture Organization (FAO) e International Agency for Research on Cancer (IARC) pelo 

potencial carcinogênico. Os 13 desses compostos em evidência, são: o Benzo(a)Antraceno (B(a)A), 

o Criseno (ChR), o Benzo(b)Fluorantebo (B(b)F), o Benzo(j)Fluoranteno (B(j)F), o 

Benzo(k)Fluoranteno (B(k)F), o Benzo(a)Pireno (B(a)P), o Dibenzo(a,h)Antraceno (DhA), o 

Dibenzo(a,e)Pireno (DeP), o Dibenzo(a,h)Pireno (DhP), o Dibenzo(a,i)Pireno (DiP), o Indeno(1,2,3-

dc)Pireno (IcP) e o 5-Metilcriseno (5MC) (FAO, 2008). Dentre estes compostos, o Benzo(a)Pireno 

(BaP) apresenta como efeito mais significativo comprovado a carcinogenicidade (IARC, 2012). 

Assim, a exposição ocupacional a misturas contendo HPAs está associada a diversos tipos 

de câncer como: os de pulmão, pele, bexiga, entre outros (INCA, 2018). 

Sendo uma classe com centenas de compostos e imprescindível seu monitoramento, a 

Contaminants in the Food Chain (CONTAM) juntamente com a European Food Safety Authority 

(EFSA) atribuíram como indicadores dos níveis de HPAs em alimentos o Criseno, 

Benzo(a)Antraceno, Benzo(b)Fluoranteno e o Benzo(a)Pireno, sendo esses compostos definidos 

como os HPAs4 (EFSA, 2008). Na Alemanha, a German Society for Fat Science também fixou um 

limite total de HPAs em alimentos para o teor de HPAs de alta massa molecular (BETTIN e FRANCO, 

2005). 

Os alimentos e bebidas são uma das maiores fontes de exposição humana aos HPAs (LIN et 

al., 2005; ROZENTALE et al., 2017; BERTINETTI et al., 2017; SILVA et al., 2020). 

A ocorrência de contaminação em alimentos por HPAs provém de diferentes formas, 

incluindo o contato com a água, ar e/ou solo poluídos e pelo processamento de alimentos, 

principalmente os que apresentam elevadas temperaturas (secagem, defumação, tostagem, 

grelhagem) (CHUNG et al., 2011; JUHURUL et al., 2013). A presença e as concentrações destes 

compostos estão relacionadas também com suas características físico-químicas como elevada 

lipofilicidade, a mesma propriedade que determina sua absorção, distribuição e bioacumulação no 

organismo humano (CARUSO e ALABURDA, 2008; PURCARO et al., 2012; KUHN et al., 2020). 

As especiarias, incluindo os diversos tipos de pimentas, vêm sendo usadas para atribuir 

sabor, cor, aroma e preservação para alimentos e bebidas. Elas servem de ingredientes para 

alimentos processados, produtos à base de carne, laticínios e produtos de panificação e maioria 

dos produtos culinários (EFSA, 2008; EMBRUSCADO, 2015; SCHAARSCHMIDT, 2016; ROZENTALE et 

al., 2017). 

A qualidade organoléptica e comercial dessas especiarias pode ser afetada pela origem, 
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processos envolvidos na produção, presença de corantes e outros aditivos alimentares, sendo 

muitos desses proibidos. Os principais grupos químicos presentes em especiarias e que apresentam 

riscos à saúde, compreendem micotoxinas, resíduo de pesticidas, metais pesados, contaminantes 

orgânicos persistentes que incluem os HPAs (MORET et al., 2010; MARTENA et al., 2011; REINHOLS 

et al., 2016; SCHAARSMIDT, 2016). 

De acordo com Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA), não existe uma 

estimativa exata da produção de pimenta no país, mas acredita-se que são aproximadamente 5 mil 

hectares de área cultivada por ano, gerando uma produção de 75 mil toneladas de especiarias. A 

grande parte da produção é cultivada por pequenos agricultores de diversas regiões brasileiras. Na 

região Sudeste consome-se principalmente a pimenta doce do tipo americana, pimenta Cambuci, 

malagueta e cumari vermelha. Na região Nordeste, predominam as pimentas malagueta e pimenta 

de cheiro. Na região Norte, as pimentas mais apreciadas são a murupi, cumari do Pará e a pimenta 

de cheiro, e na região Centro-Oeste, tradicionalmente são cultivadas e consumidas pimentas bode, 

malagueta, cumari do Pará, dedo de moça e mais recentemente pimenta de cheiro, anteriormente 

importada do Pará e atualmente já cultivada em Goiás (EMBRAPA, 2020).  Existem poucos 

resultados sobre estudos de contaminação de HPAs em pimentas. Pela base de dados Scopus 

(www.scopus.com), somente 13 publicações foram encontradas nos últimos 20 anos abordando o 

assunto. 

Considerando o grau de toxicidade desses compostos e a necessidade de avaliar o seu 

aporte à dieta local por meio do consumo de pimentas, o objetivo deste estudo foi determinar a 

presença e níveis de HPAs em amostras comerciais de pimenta por Cromatografia gasosa acoplada 

à espectrometria de massas (do inglês gas chromatography coupled to mass spectrometry - 

GC/MS). 

Material e Método 

Para o desenvolvimento deste estudo foram selecionadas cinco amostras de pimentas: 

AP1- Pimenta Merken (Capsicum van.lungun); AP2-Páprica Picante Defumada (Capsicum annuum); 

AP3-Pimenta Síria; AP4-Pimenta Calabresa (Capsicum baccatum) e AP5-Pimenta Caiena em Pó 

(Capsicum frutescens), adquiridas em locais comerciais aleatórios no período de novembro de 2018 

à janeiro de 2019. Após a aquisição, as amostras foram armazenadas em recipientes de vidro 

(transparente) previamente descontaminados e colocados no dessecador. 

A descontaminação feita com solução Extran (MA02 – Neutro, MERCK®) e água corrente 

(torneira), lavados com água destilada e posteriormente com água deionizada; após os recipientes 

foram levados à estufa a 105°C por 2 horas e, por fim, lavados com 1 mL (1:1 v/v) da solução de 

acetona e hexano e secos em estufa a 105°C por 30 minutos (ABNT, 2015). 

http://www.scopus.com/
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As determinações de umidade e concentração de HPAs nas amostras foram realizadas em 

triplicata. 

Solventes e reagentes 

A determinação dos HPAs se deu por meio do uso de duas misturas padrão (MP1 e MP2). 

A  MP1 consiste em 16 HPAs (1-Naf, 2-Acl, 3-Ace, 4-Fl, 5-Fen, 6-An, 7-Flu, 8-Pir, 9-B(a)A, 10-ChR, 11-

B(b)F, 12-B(b)F, 13-B(b)P, 14-IP, 15-DhA, 16-B(ghi)P, a 2000 mg L-1 adquirido da Supelco 

(BELLEFONTE, PA, EUA). A segunda mistura (MP2) refere-se aos HPAs deuterados (Fenantreno-D10, 

Chrysene-D12, Perileno-D12), a 2000 mg L-1 adquirido da Supelco (Sulpeco park, Bellefonte, PA, 

EUA). Os solventes e reagentes usados para extração e cleanup por cromatografia líquida 

preparativa em coluna com: hexano, diclorometano, acetona, sulfato de sódio anidro, neutral 

alumina (type 507, 70-290 mesh ASTM), e sílica gel (70-230 mesh ASTM) adquiridos da Merck 

Chemical Industries. Toda a água ultrapura utilizada no estudo foi produzida com auxílio de um 

sistema de purificação de água Milli-Q (Millipore Co.). 

Determinação de umidade 

Como caracterização preliminar, foi determinada a umidade segundo o método indireto 

onde 2.0 g de cada amostra foram mantidas em estufa a 100-105°C por 24 horas, para desidratação. 

A umidade foi calculada por diferença de peso e expressa em porcentagem (AOAC, 2002), conforme 

Equação 1 onde mi corresponde à massa inicial e mf à massa final. 

               𝑈𝑚𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒(%) =  
(𝑚𝑖−𝑚𝑓)

𝑚𝑖
. 100                                                             (Eq. 1) 

Extração de HPAs em preparações comerciais com base em pimenta 

A extração de HPAs das amostras foi fundamentada na técnica de Lin et al. (2005), utilizada 

para análises em chás. As amostras (± 2,0 g) foram adicionadas a 30,0 mL de solução de 

hexano/acetona (94:6, v/v) e sonificadas (frequência de 40 kHz) em um banho termostatizado a 

30°C (USC 4800A Unique) por 15 minutos. O extrato foi levado à filtração simples e a fase líquida 

levada à rota-evaporação para remoção dos solventes. 

Para avaliar o desempenho da extração, uma massa de 2,0 g (amostra AP1) foi fortificada 

com 20 µg kg-1 da mistura MP2 (Fenantreno – D10, Chrysene – D12, Perylene – D12). 

Cromatografia Líquida Preparativa e coluna (CLP) - métodos de Cleanup 

Para a pré-concentração e cleanup, dois métodos foram estudados. No método 1, os 

extratos foram fracionados em coluna de vidro (21 x 1,1 cm d.i.), empacotada com 1,0 g de Na2SO4 

anidro ativado, 3,2 g de sílica gel 60 (70-230 mesh ASTM) 5% desativada, 1,8 g de alúmina 

desativada a 2% e 1,0 g de Na2SO4 anidro. O extrato foi aplicado na coluna e eluído com 20,0 mL de 

hexano para a fração F1(alifático), 20,0 mL de uma mistura de diclorometano/hexano (1:5, v/v) 
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seguidos de 20,0 mL de uma mistura de diclorometano/hexano (1:1, v/v) que gerou a fração F2 

(HPAs) (UNEP, 1992). 

Para o método 2, os extratos foram fracionados em coluna de vidro (21 x 1,1 cm d.i.) 

preenchida com 3,0 g de sílica gel 60 (malha 70-230 ASTM), desativada com 15% de água e 2,0 g de 

Na2SO4 anidro. O extrato foi aplicado na coluna e eluído com 5,0 mL de hexano para a fração F1 

(alifático) e 25,0 mL de diclorometano/hexano (1:4, v/v) para a fração F2 (HPAs) (BETTIN e FRANCO, 

2005; SANCHES FILHO et al., 2021). 

Para o desenvolvimento desta etapa, foram utilizados os extratos de Pimenta Merken 

(Capsicum van. Lungum) e foram submetidos aos dois procedimentos de cleanup. 

Análise Cromatográfica GC/MS 

Os volumes das frações F1 e F2 foram recompostos para 1,0 mL com diclorometano, sob 

uma suave corrente de nitrogênio gasoso de pureza 99,90% e submetidos à determinação por 

cromatografia gasosa acoplada à espectrômetro de massas. 

 A alíquota de 1 µL de cada extrato (em triplicata) foi injetada automaticamente em modo 

splitless em cromatógrafo gasoso acoplado ao espectrômetro de massas (GC/MS – QP2010 Ultra 

Shimadzu), sendo equipado com auto amostrador AOC-20i Shimadzu. As condições 

cromatográficas são mostradas na Tabela 1. A quantificação dos HPAs foi realizada em modo SIM 

(single ion monitoring). A identificação dos compostos foi baseada no tempo de retenção de cada 

analito em comparação com os da mistura padrão (MP1) e m/z correspondentes a cada composto. 

Tabela 1: Condições cromatográficas para a determinação de HPAs. 

Parâmetro Especificação 

Coluna OV-5ms coluna (30m x 0,25 mm d.i. x 0,25 µm 
espessura de filme (J & W Scientific, Folson, CA, 
USA) 

Modo de Injeção Splitless 
Temperatura do injetor  280°C 
Temperatura da interface 200°C 
Ionização Elétron-Impacto (EI) em 70 Ev 
Gás de transporte/fluxo Hélio (99,999%)   1,0 mL min-1) 
Temperatura do forno (F2) Temperatura inicial 60°C (5 min),8°C/min, 200°C  

5°C /min, 300°C(20min). 
Íons Monitorados (modo SIM) 
HPAs 

m/z: 128, 152, 154, 166, 178, 202, 228, 252, 276, 
278 

Íons Monitorados (modo SIM) 
HPAs Deuterados 

m/z: 188,  240, 264 
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Otimização do método cromatográfico 

Para otimização do método cromatográfico, foi utilizado padrão de 5000 µg L-1, contendo 

os 16 HPAs estudados, onde foi cromatografado em modo SCAN para determinação da ordem de 

saída através dos tempos de retenção e identificação dos principais íons no espectro de massas. 

Para avaliação do método cromatográfico, foram construídas curvas de calibração 

preparadas a partir de padrões que compreendem 16 HPAs diluídos com diclorometano. Os 

parâmetros analíticos analisados foram linearidade, precisão, exatidão, limite de detecção (LD) e 

limite de quantificação (LQ). 

A linearidade foi avaliada por meio da construção de curva de calibração em faixas entre 

25 a 5000 µg L-1 dos padrões, onde usou-se pelo menos seis pontos, construída pelo método dos 

mínimos quadrados e expresso como coeficiente de correlação linear. Para a determinação de LD 

e LQ, foram calculados com base na análise do sinal do branco considerando 3 vezes o desvio 

padrão para LD e 10 vezes o desvio padrão para LQ e dividido pelo coeficiente angular das curvas 

analíticas referente a cada analito (IUPAC, 1997). 

Os estudos de precisão do método cromatográfico foram realizados a partir das medidas 

obtidas para o padrão de 50 µg L-1 (n= 7), sendo avaliada por meio do desvio padrão relativo 

expresso % (ARDUIM et al., 2019). 

A exatidão foi avaliada por meio do erro relativo, sendo este a diferença entre o valor 

encontrado a partir das curvas analíticas para o padrão de 500 µg L-1. 

Controle de qualidade do método de extração e cleanup selecionados 

No controle de qualidade, foi avaliada a precisão por meio do desvio padrão relativo de 

cada triplicata em relação aos 16 HPAs analisado nas amostras, e a exatidão e o efeito de matriz, 

através dos ensaios de recuperação onde uma massa de 2,0 g (AP1) foi fortificada com 20 µg kg-1 

da mistura MP2 (Fenantreno – D10, Chrysene – D12, Perylene – D12). As recuperações foram 

calculadas através da razão entre a quantidade determinada de HPAs deuterados e a quantidade 

de HPAs adicionada, multiplicada por 100. 

Os procedimentos realizados foram seguidos com análise do branco para avaliar a potencial 

interferência de contaminantes no ambiente de trabalho, limpeza da vidraria, bem como, oriundos 

dos reagentes utilizados. 
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Aplicação a amostras de pimenta 

Após a otimização de todas as etapas, a metodologia foi aplicada nas amostras de pimentas. 

A avaliação do nível de contaminação das amostras de pimenta foi realizada através da 

concentração total de HPAs, dos HPAs 4 e da concentração total dos HPAs de alta massa molecular, 

como são especificados no Regulamento da Comissão das Comunidades Europeias n° 835/2011 

(EU, 2011) e pela German Society for Fat Science. 

Resultados e Discussão  

Otimização do método GC/MS 

Com base no estudo da mistura dos 16 HPAs em modo SCAN, foi possível determinar a 

ordem de saída de cada composto. A Figura 2 apresenta o cromatograma para a mistura padrão 

contendo os HPAs prioritários, onde foram avaliados os tempos de retenção e seus respectivos 

espectros de massa. Nos detalhes da imagem do cromatograma (regiões indicadas como A, B e C), 

observa-se a identificação dos HPAs e a seguir a comparação entre o espectro de massas gerados a 

partir dos padrões e o espectro da biblioteca espectral NIST – 05 do equipamento. A identificação 

usa a comparação de espectros (com as bibliotecas NIST e WILEY). 

Através dos espectros de massas, verifica-se que o íon molecular corresponde ao íon base 

para os 16 HPAs. Assim, foram selecionados os íons com razão massa/carga (m/z) 128, 152 154, 

166, 178, 202, 228, 252, 276 e 278 para os HPAs, sendo estes utilizados para a quantificação dos 

compostos por GC/MS em modo SIM.  
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Figura 2.  Cromatograma em modo SCAN, com os 16 HPAs prioritários e detalhes com os íons selecionado 

para o modo SIM ;(A) Identificação do picos: 1 (íon 128) Naftaleno ;2 (íon 152) Acenaftileno; 3 (íon 154) 

Acenafteno; 4 (íon 166): Fluoreno; (B)  picos: 5 e 6 (íon 178) Fenantreno e antraceno; 7 e 8 (íon 202): 

Fluoranteno e Pireno; 9 e 10 (íon 228)  Benzo(a)Antraceno e Criseno; (C)  picos 11, 12 e 13  (íon 252): 

Benzo(k)Fluoranteno, Benzo(b)Fluoranteno, e Benzo(a)Pireno; 14 e 16 (íon 276) Benzo(g,h,i)Perileno e): 

Indeno(1,2,3cd)Pireno;  e 15 (íon 278) Dibenzo(a,h)Antraceno; (D) Comparação entre os espectros de massa 

obtido a partir do padrão naftaleno (a) e o da biblioteca do equipamento (b). 

Para o aumento da sensibilidade e a detecção no espectrômetro de massas, foi alterada 

do modo SCAN para o modo SIM, empregando os íons m/z correspondente ao íon molecular e o 

íon base de cada analito e ainda definindo as janelas de tempo para monitoramento dos íons. 

2.C 
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Figura 3: Cromatogramas apresentando as janelas de tempo de retenção para os 16 HPAs 

prioritários.  (a)Janela – 1 (5-18 minutos) m/z 128; (b)Janela - 2 (18-28 minutos) m/z 

152,154,166,178; (c)Janela - 3 (28-38 minutos) m/z 228,202; (d)Janela - 4(38-44 minutos) m/z 

252; (e)Janela - 5 (44-52 minutos) m/z 276, 278. 

A Figura 3 apresenta o cromatograma em modo SIM para o padrão de 500 µg L-1, indicando 

as janelas e íons selecionados:  os picos relativos aos íons m/z 128 do Naftaleno, 152 do 

Acenaftileno, 154 do Acenafteno, 166 do Fluoreno, 178 do Fenantreno e Antraceno, 202 do 

Fluoranteno e Pireno, 228 do Benzo(a)Antraceno e Criseno, 252 do Benzo(k)Fluoranteno, 

(a) 

(b) 

(c) 

 (d) 

(e) 
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Benzo(b)Fluoranteno e Benzo(a)Pireno, 276 Benzo(g,h,i)Perileno e Indeno(1,2,3-cd)Pireno e o 278 

do Dibenzo(a,h)Antraceno. Os picos encontram-se resolvidos, não interferindo nas determinações 

quantitativas, uma vez que estes são específicos de cada analito. Adicionalmente, o uso em modo 

SIM realiza um cleanup eletrônico com o desaparecimento de alguns contaminantes quando 

aplicado na determinação dos HPAS nas amostras de pimenta, pois só registrará compostos que 

apresentarem os íons selecionados. Estas condições reunidas foram utilizadas para as demais 

etapas do estudo 

Validação do Método Cromatográfico 

A Tabela 2 mostra as figuras de mérito para o método proposto de análise de HPAs em 

amostras de pimentas. 

Tabela 2: Parâmetro de calibração do método quantitativo. 

 Y=aX+b  µg Kg-1 µg L-1   

HPAs   A      b    r LD/LQ LD/LQ   RSD% ER% 

Naf 320,39  -39841 0,996 0,3/1,1 0,6/1,9 12,0     -6,8 

Acl 243,86  -43820 0,998 0,4/1,3 0,7/2,3 7,5     -7,7 

Ace 182,11  3499 0,997 0,5/1,7 0,9/3,0 0,8     -0,5 

Fl 168,82  -37619 0,998 0,5/1,8 1,0/3,3 4,5     -3,6 

Fen 225,76  -6200 0,996 0,4/1,4 0,7/2,4 13,7      1,6 

Na 232,11  -61899 0,996 0,4/1,3 0,7/2,4 18,3      5,9 

Flu 194,55  -29855 0,998 0,4/1,4 0,8/2,6 5,8    -10,2 

Pir 208,46 -32148  0,998 0,4/1,4 0,7/2,4 5,7    -10,2 

B(a)A 145,62  -19144 0,999 0,6/1,9 1,0/3,5 1,4     -8,1 

ChR 144,57  -23845 0,999 0,6/2,0 1,1/3,5 2,6      0,7 

B(k)F 109,92  -12681 0,999 0,2/0,7 0,4/1,3 11,0     -4,1 

B(b)F 111,60  -11603 0,999 0,2/0,7 0,4/1,3 6,6     -1,1 

B(a)P 88,75  -8066 0,999 0,3/0,9 0,5/1,6 10,4      2,3 

BghiP 67,41 -23067 0,997 0,5/1,5 0,8/2,7 15,6    11,9 

DahA 74,89  -21620  0,999 0,4/1,4 0,7/2,5 16,9    11,8 

IP 69,00 -17669 0,998 0,4/1,5 0,8/2,7 14,2    15,3 

Y= aX+b (a - coeficiente angular; b - coeficiente linear); r - coeficiente correlação linear; LD -  limite 
detecção; LQ -  limite de quantificação. 

Pode-se observar que para as faixas de trabalho estudadas (25 a 5000 µg L-1)para o 

método apresentou uma resposta linear com coeficientes de correlação (r) variando entre 0,996 

a 0,999. Estes valores situam-se acima do preconizado (>0,9) como adequado na validação e 
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métodos quantitativos pelo INMETRO (2003). O método apresentou exatidão e precisão para 

maioria dos analitos, com ER% -1,1 a 15,3% e RSDs entre 1,4 a 18,3% para HPAs. Este valor foi 

considerado equivalente àquela encontrada por outros autores em análises de HPAs em matrizes 

vegetais como Rozentale et al. (2017) e Sanches Filho et al. (2021) e adequado para método 

cromatográficos de acordo com INMETRO (2003). 

Os LD e LQ considerando a massa de 2,0 g para as Amostras de Pimenta (APs) e 

considerando a recuperação de 100% variaram de 0,2 – 0,6 µg kg-1 e 0,7 – 2,0 µg kg-1 

respectivamente. Observa-se que os maiores valores referem-se a compostos que possuem menor 

fator de resposta. Os valores obtidos estão em uma faixa mais alta, que os encontrados por 

Rozentale et al. (2017) em amostras de especiarias diversas, que apresentou variações de LDs de 

0,04 a 0,09 μg kg-1. Para o cálculo dos limites de detecção nas amostras de pimenta, consideramos 

a massa de aproximadamente (2,0 g), logo, massas maiores implicam em menores limites de 

detecção e quantificação. O regulamento de n° 836/2011 (EU, 2011) da Comissão das Comunidades 

Europeias estabeleceu um limite de detecção (< 0,3 µg kg-1) e de quantificação (< 0,9 µg kg-1) 

somente para análise de benzo(a)pireno. Verificou-se que nesse estudo os limites de LD e LQ para 

benzo(a)pireno está de acordo com o limite exigido.  

O coeficiente angular(a) reflete a sensibilidade do método analítico. Para os HPAs, 

observou-se uma queda na sensibilidade com o aumento do peso molecular. Este comportamento 

pode estar relacionado à redução do fator resposta (Figura 3d, 3e), que também prejudica a 

exatidão e precisão dos métodos. 

Resultados da comparação dos métodos de Cleanup 

A Tabela 3 apresenta os níveis de HPAs encontrados pelos dois métodos de cleanup para a 

amostra AP1. Os resultados apresentados na Tabela 3 mostram que o método 2 resulta em níveis 

mais altos de HPAs que o método 1, principalmente para os compostos mais leves, indicando que 

o método 2 recupera mais compostos. A perda maior no método 1 pode estar relacionada ao 

volume maior de solvente na eluição da fração 2 a ser evaporada, o que favorece a perda dos 

analitos mais leves. Com RSD variando de 1,8 e 12,9%, o método apresenta precisão aceitável 

(inferiores a 20%) para a faixa de concentração de µg kg-1 (BRITO et al., 2003). Sendo assim, e 

considerando ser mais econômico e ambientalmente amigável, pois consome menos solvente 

orgânicos e menos reagentes, se utilizou o método 2 nos estudos de recuperação e para análise das 

demais amostras de pimentas. 
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Tabela 3: Concentrações de HPAs em µg kg-1 e RSD% em base seca, determinados na comparação dos 

métodos de cleanup para amostras AP1. 

 Método 1 Método 2 

Compostos Média  

µg kg-1 

RSD  

% 

Média  

µg kg-1 

RSD 

 % 

Naf 146,7 6,9 224,9 2,4 

Acl 308,8 5,8 1473,7  11,8 

Ace 209,6 10,7 371,3 6,0 

Fl  279,7 4,8 1279,0 10,9 

Fen 2608,8 10,4 13162,6 18,0 

Na 531,8 8,1 3157,7 15,7 

Flu 801,3 4,1 6500,7 15,9 

Pir 686,5 2,0 5490,1 14,5 

BaA 143,7 1,7 570,5 9,2 

ChR 212,1 2,8 998,8 15,8 

BkF 101,2 3,4 133,6 16,5 

BbF 74,3 0,7 126,4 17,5 

BaP 63,5 4,3 162,5 18,0 

BghiP 196,9 3,4 204,6 9,3 

DahA 402,5 9,2 403,5 9,5 

IP 373,1 10,7 380,2 2,9 

 

A tabela 4 apresenta os resultados para estudo de recuperação da amostra fortificada com 

HPAs deuterados. 

Tabela 4: O estudo de recuperação para amostras de AP (µg Kg -1) ± desvio padrão relativo (± 
RSD%). 

 AP µg Kg-1 

HPAs 

Valor 

Fortificado 

Valor 

Encontrado 

Recuperação 

(%) 

Phenanthrene D10 20,0 19,8±8,4 99,0 

Chrysene D12 20,0 18,9±8,7 94,5 

Perylene D12 20,0 18,9±9.0 98,8 

 

Os valores descritos na Tabela 4 são equivalentes aos publicados por outros autores que já 

trabalharam com matrizes desta natureza. Rozentale et al. (2017) encontraram valores para 
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recuperações na faixa de 72 a 107%, enquanto Hwang et al. (2019) de 91,4 a 103,1%. O RSD está 

de acordo com os dados apresentados na Tabela 3 e confirma a precisão adequada do método. 

Além disso, estes valores atendem às exigências do regulamento UE 836/2011 e do parecer 

da EFSA em conjunto com o CONTAM, que estabelece limites de recuperações de 50 a 120% (EFSA, 

2008). 

Resultados em amostra de Pimentas 

Na caracterização preliminar, foi determinada a umidade das cinco amostras. A Tabela 5 

mostra o teor de umidade das amostras para as cinco pimentas analisadas. 

Tabela 5: Caracterização preliminar de pimentas: umidade. 

                           Amostras Umidade (%±RSD%) 

AP1 11,1 ± 7,8 

AP2 10,7 ± 5,6 

AP3 8,2 ± 2,5 

AP4 9,3 ± 0,8 

AP5 7,2 ± 2,7 

RSD: desvio padrão relativo.  

Amostras (AP1): pimenta merken; (AP2): páprica picante defumada; (AP3): pimenta síria; (AP4): pimenta 

calabresa moída; e (AP5): pimenta caiena em pó. 

Em comparação com outros estudos, os valores entre 7,2 a 11,1% são considerados 

adequados, segundo a American Spice Trade Association (ASTA, 1999) que recomenda teor máximo 

de umidade de 11% para as pimentas Capsicum. Valores similares foram encontrados por Zaki et 

al. (2013) que obtiveram 8,6 a 10,8% de umidade em amostras de páprica. 

A Tabela 6 apresenta o nível de HPAs determinado neste estudo para as APs. Os HPAs foram 

encontrados em 100% das amostras analisadas, predominantemente os compostos de menor peso 

molecular (2 a 4 anéis). A Figura 4 apresenta a comparação entre os cromatogramas em modo SCAN 

e SIM com a identificação do HPAS na amostra AP1. 
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Figura 4. Identificação dos HPAS encontrados na amostra AP1 comparação dos cromatogramas em 
modo SIM e SCAN. 

O ∑HPAs totais variaram de 1626,6 µg kg-1± 7,3% a 34640,1 µg kg-1± 17,5%. Essas 

concentrações estão acima das encontradas por Londoño et al. (2015), que apresentaram ∑HPAs 

entre 509,7 µg kg-1 a 2746,5 µg kg-1, indicando que os níveis de HPAs encontrados neste trabalho 

são elevados. Os principais compostos em todas as amostras foi o Fenantreno, seguido pelo 

Criseno, Benzo(a)Antraceno, Acenaftileno e por último o Fluoreno. A maior presença de HPAs de 3 

a 4 anéis é atribuída aos altos teores oriundos de chamas do processo de defumação (AZEVEDO et 

al., 2013; FASANO et al., 2016). 

O Naftaleno, Acenafteno, Acenaftileno, Fluoreno, Fenantreno, Antraceno e Criseno, foram 

detectados e quantificados em todas as amostras comerciais de pimenta.  O Fluoranteno e o Pireno 

foram detectados apenas nas AP1, AP2 e AP4. Nas demais amostras, estes compostos não foram 

quantificados em função de interferência do éster metílico do ácido linoleico e do éster etílico do 

ácido 9,12- octadecadienoico, que coeluem com este HPAs apresentando o fragmento m/z 202. 

Situação foi confirmada através das análises das frações em modo SCAN. Somente na AP1 foram 

detectados todos os 16 HPAs prioritários indicados pela USEPA (1996). 
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Tabela 6: Concentrações de HPAs em base seca, determinados nas amostras de pimenta. 

HPAs AP (µg Kg-1 ± RSD%) 

 Limites 

permitidos 

Kg-1 

 AP1 AP2 AP3 AP4 AP5   

Naf 224,9±2,4 23,8±5,9 498,6±11,3 66,7±7,7 320,5±15,1   

Acl 1473,7±11,8 24,9±13,9 191,4±16,2 18,4±6,2 70,7±7,9   

Ace 371,3±6,0 49,9±12,9 219,4±17,7 126,6±18,2 136,7±4,3   

Fl 1279,0±10,9 33,3±7,4 2815,8±4,8 45,0±8,2 185,0±0,7   

Fen 13162,6±18,0 75,5±17,8 492,2±7,1 517,6±18,5 1281,6±18,9   

Na 3157,7±15,7 37,0±10,9 92,1±5,5 51,0±1,1 42,6±11,3   

Flu 6500,7± 15,9 45,2±2,6 Interf 181,7±15,7 Interf   

Pir 5490,1±14,5 75,2±17,6 Interf 994,7±11,6 405,2±4,8   

BaA 570,5±9,2 94,1±12,7 1949,5±13,0 Nd 251,7±4,8   

ChR 998,8±15,8 64,4±8,3 501,9±9,1 21,7±20,0 116,2±0,8   

BkF 133,6±16,5 Nd 548,0±9,4 Nd 156,7±22,2   

BbF 126,4±17,5 Nd 379,1±7,2 Nd 197,8±19,9   

BaP 162,5±18,0 Nd 159,0±18,0 129,6±5,3 143,1±16,4 0,03***  

BghiP 204,6±9,3 655,5±17,0 1342,8±7,9 Nd 500,9±2,4   

DahA    403,5±9,5 Nd 423,2±26,6 Nd Nd   

IP 380,2±2,9 448±5,5 659,8±5,1 Nd 217,5±18,2   

Total 34640,1±17,5 1626,9±7,3 10273,0±3,6 3976,6±13,6 2958,7±4,5   

ChR+BaA+BbF+BaP 1858,3±14,9 158,3±5,3 2989,6±6,5 92,2±1,9 719,1±4,1 35.0**  

BbF+BkF+BghiP+IP  844,8±9,3 1103,5±12,1 2197,4±8,8 Nc 1504,1±13,4 5.0*  

*Limite estabelecido para somatório total de HPAs pela German Society for Fat Science;**Regulamento 
835/2011/EC; ***European Union (88/388/ec). Interf: interferência. Nd: não detectado. Nc: não calculado. 
Amostras (AP1): pimenta merken; (AP2): páprica picante defumada; (AP3): pimenta síria; (AP4): pimenta 
calabresa moída; e (AP5): pimenta caiena em pó. 

O nível médio de ∑HPA4 encontrado nas amostras variam de 92,2 µg kg-1±1,9% a 1858,3 

µg kg-1± 14,9%. Outros estudos, como os realizados por Rozentale et al. (2017), mostraram 

resultados a partir de 1,01 µg kg-1 a 13,59 µg kg-1. Observou-se, também, que as concentrações 

encontradas excedem os limites considerados seguros para ∑HPA4 definidos no regulamento 

835/2011/EC que pré-estabelece o valor de 35 µg kg -1.  

A German Society for Fat Science também considera como parâmetro o valor total para 

HPAs de maior massa molecular para (Benzo(k)Fluoranteno, Benzo(b)Fluoranteno, 

Benzo(g,h,i)Perileno, Indeno(1,2,3-cd)Pireno) e fixou um limite de 5 µg kg-1. O somatório destes 

compostos só não foi determinado na AP4, variando nas demais amostras de 844,8 µg kg-1 a 
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2197,4 µg kg-1, estando acima do estabelecido pela norma. 

Das amostras de pimentas (APs) analisadas, destacam-se as maiores concentrações nas 

pimentas AP1 e AP3. Esses resultados podem estar relacionados como resultante de seu processo 

de produção antes de sua comercialização que apresenta um alto nível de defumação, onde a 

exposição direta às chamas, como no caso da pimenta merken (AP1) que é produzida 

artesanalmente e envolve exposição direta à fumaça de fogões ou braseiros para desidratação e 

defumação das pimentas (FASANO et al., 2016; ARCE e MAR, 2019). Já a pimenta síria (AP3) possui 

incremento de outras especiarias (pimenta do reino, pimenta-da-Jamaica, canela, cravo e noz-

moscada), previamente defumadas, o que leva a maiores índices de HPAs de maior peso 

molecular, explicando as maiores quantidades de HPAs nessa amostra (UNIRIO, 2020). 

As demais pimentas (AP2, AP4 e AP5) analisadas apresentaram níveis mais baixos, mesmo 

assim, considerando o total destes compostos, os níveis são altos quando comparados com o 

regulamento de n° 835/2011 (EU, 2011; FASANO et al., 2016; MONAGO-MARAÑA et al., 2016; 

HWANG et al., 2019).  

O BaP detectado nas AP1, AP3, AP4 e AP5 também está acima do estabelecido pela União 

Europeia (European Union, EU), em uma de suas diretrizes (88/388/EC), que determina um limite 

para presença deste composto em alimentos defumados que é de 0,03 µg kg-1. 

Os resultados deste estudo estão bem acima do permitido pelas normas de controle de 

HPAs em alimentos, estando esses valores altos relacionados ao processo de produção ao qual as 

pimentas foram expostas.  

Conclusão 

Os resultados permitem concluir que o método de extração por ultrassom acompanhado 

de pré-fracionamento em colunas de sílica e análise por GC/MS foi adequado para o estudo e 

determinação de HPAs presentes em amostras de preparações comerciais com base em pimenta 

estudadas. 

As determinações de HPAs em pimentas mostram níveis elevados atribuídos, 

principalmente ao seu processo de produção com altos níveis de temperaturas no processo de 

secagem e defumação. Devido a esses processos, foram quantificados nas amostras 

principalmente os compostos de menor peso molecular (2 a 4 anéis). 

As concentrações de HPAs nas amostras de pimentas estão bem acima do que se é 

permitida pelas leis que estabelecem limites para HPAs em alimentos, mesmo quando 

comparados a outras matrizes vegetais e especiarias, explicitando a importância desse e de novos 

estudos acerca da presença de HPAs em alimentos condimentados. 
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Figura 1. Comparação entre os espectros de massa a partir dos padrões dos HPAs (a) e o da 

biblioteca do equipamento (b). Identificação do picos: 1 (íon 128) Naftaleno ;2 (íon 152) Acenaftileno; 

3 (íon 154) Acenafteno; 4 (íon 166): Fluoreno; picos: 5 e 6 (íon 178) Fenantreno e antraceno; 7 e 8 

(íon 202): Fluoranteno e Pireno; 9 e 10 (íon 228)  Benzo(a)Antraceno e Criseno; picos 11, 12 e 13  

(íon 252): Benzo(k)Fluoranteno, Benzo(b)Fluoranteno, e Benzo(a)Pireno; 14 e 16 (íon 276) 

Benzo(g,h,i)Perileno e): Indeno(1,2,3cd)Pireno; e 15 (íon 278) Dibenzo(a,h)Antraceno; 
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Figura 2. Cromatograma obtido em modo SCAN e em modo SIM na amostra AP1- Pimenta 
Merken (Capsicum van.lungun). 
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Figura 3. Cromatograma obtido em modo SCAN e em modo SIM na amostra AP2-Páprica Picante 
Defumada (Capsicum annuum);  
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Figura 3. Cromatograma obtido em modo SCAN e em modo SIM na amostra AP3-Pimenta Síria. 
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Figura 5. Cromatograma obtido em modo SCAN e em modo SIM na amostra AP4-Pimenta 
Calabresa (Capsicum baccatum).  
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Figura 6. Cromatograma obtido em modo SCAN e em modo SIM na amostra e AP5-Pimenta 
Caiena em Pó (Capsicum frutescens), 
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Figura 7. Comparação das triplicatas do cromatograma das frações F2 amostra AP3-Pimenta 

Síria demonstrando a precisão do método. 
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Normas da Revista RICA para o Artigo Apresentado no Anexo I 
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Seção Artigos  
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deve conter os elementos pré-textuais, os textuais no formato IRMRDC (Introdução, 
Revisão, Metodologia, Resultados, Discussão e Conclusões) para trabalhos com 
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os elementos pós-textuais, como segue:  
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do título, subtítulo, resumo (abstract) e palavras-chave (keywords);  
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Revisão teórica: parte opcional que deverá ser concisa e clara e pode ser dividida 
em subseções ou capítulos;  

Metodologia (ou materiais e métodos): elaborada de forma que permita a 
replicabilidade da pesquisa;  

Resultados: preferencialmente usando figuras, gráficos, tabelas, quadros, claros e 
legíveis, para proporcionar posterior discussão e comparação com outras 
pesquisas;  

Discussão: explicação ou comparação dos resultados, no mesmo trabalho ou com 
outras pesquisas semelhantes;  

Conclusões: opinião ou reflexão pessoal sobre o assunto, bem como proposituras 
de cunho científico.  

O manuscrito deve ser iniciado com o Título, que deve ser conciso e informativo, 
com no máximo 15 palavras, todo em maiúsculas, negrito e centralizado. Os 
subtítulos incluídos no texto devem ser em maiúsculas, não numerados e alinhados 
à esquerda. Não deverão ser colocados os dados dos autores para preservar o 
sigilo da avaliação por pares cegas.  
Logo após o Título, inserir o Resumo, que deve ter caráter informativo, 
apresentando as ideias mais importantes do trabalho, escrito em espaçamento 
simples, em um único parágrafo que deverá ter entre 200 e 400 palavras. Incluir, 
ao final, de 03 (três) até 05 (cinco) Palavras-chave. Na continuidade, o autor devera 
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traduzir para a língua inglesa o Título, o Resumo e as Palavras-chave, nomeando 
a tradução para o inglês de Abstract e Keywords, respectivamente.  
Nas Referências, as obras/autores devem ter sido citadas no texto do trabalho e 
devem obedecer as dispostas no final deste documento, que foram constituídas 
com base nas orientações da ABNT, bem como as orientações no final deste 
documento. Trata-se de uma listagem dos livros, artigos e outros elementos de 
autores efetivamente utilizados e referenciados ao longo do artigo. Não podem 
existir referências sem as devidas citações, e vice-versa.  

FORMATAÇÃO  

O manuscrito deve ser editado em Microsoft Word ou Open Office, sendo formatado 
em tamanho A4 (210 x 297 mm), texto na cor preta e fonte Calibri, tamanho 11 para 
o texto e tamanho 10 para citações longas, legendas de figuras, tabelas e 
referências, com ilustrações em escala cinza. Todas as margens do manuscrito 
(superior, inferior, esquerda e direita) devem ter 2,0 cm. 
Os resumos, em qualquer uma das seções, deverão manter espaçamento simples 
em um único parágrafo e alinhamento justificado. Conteúdo e legendas de tabelas, 
quadros e figuras devem estar em Calibri, tamanho 9.  
Os manuscritos deverão ter espaçamento entre linhas de 1,5, contendo 
espaçamento entre parágrafos, e estes, em alinhamento justificado e com recuo 
especial da primeira linha de 1,25. As notas de rodapé, as legendas de ilustrações 
e tabelas, e as citações textuais longas devem ser formatadas em espaço simples 
de entrelinhas.  
As ilustrações que compreendem tabelas, gráficos, desenhos, mapas e fotografias, 
lâminas, plantas, organogramas, fluxogramas, esquemas ou outros elementos 
autônomos aparecer sempre que possível na própria folha onde está inserido o 
texto a que se refere. 

CITAÇÕES  

Citações são informações extraídas de outra fonte, e podem ser classificadas em: 
citação direta (quando é feita a partir de uma transcrição literal, ou seja, palavra por 
palavra, de trecho do texto do autor da obra consultada); citação indireta (quando 
são inseridas de forma não-literal, ou seja, ideias pertencentes ao autor ou a 
diversos autores); citação de citação (é aquela citação, direta ou indireta, de uma 
obra original a que não se teve acesso, mas que se teve conhecimento por citação 
existente em outra obra, desta vez com acesso efetivo).  

REFERÊNCIAS  

Entende-se por referências bibliográficas o conjunto de elementos que permitem a 
identificação, no todo ou em parte, de documentos impressos ou registrados em 
diversos tipos de materiais. As referências bibliográficas são uma lista de fontes 
consultas e citadas ao longo do corpo do trabalho, estas devem ser listadas em 
ordem alfabética de autor, alinhadas a esquerda, em tamanho 10, espaço simples 
entre linhas, e duplo entre as referências. Em nossa plataforma, e 
consequentemente em todos os periódicos da mesma, as referências seguem as 
orientações da ABNT.  
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ATENÇÃO: as obras que tiverem registro internacional do tipo DOI da CrossRef 
devem ter obrigatoriamente ao final o número de registro, como segue no exemplo 
abaixo:  
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