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Resumo

Os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs), sdo substancias toxicas
persistentes de grande interesse ambiental que estéo distribuidas em todos os
compartimentos ambientais como resultado de inimeras atividades naturais e
antropogénicas. Os HPAs estdo entre aqueles poluentes ambientais que
apresentam atividade cancerigena e mutagénica. A exposicdo humana aos
HPAs pode ocorrer por diferentes vias como: inalacdo, ingestdo, ou absorcao
cutanea. Os alimentos sdo considerados importante fonte de exposi¢do humana,
tanto devido a formacdo de HPAs durante o cozimento, quanto devido a
deposicdo atmosférica sobre os graos, vegetais e frutas. Neste estudo, foi
analisada uma metodologia para a extracao, pré-concentracdo e cleanup de
hidrocarbonetos presentes em amostras comerciais de pimentas, com extracao
por solvente sob ultrassom, seguidas por fracionamento em cromatografia
liquida preparativa em coluna e os extratos analisados por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas em modo SIM e SCAN com injecdo
splitless. Foram avaliados dois métodos de cleanup, sendo utilizado o que
apresentou recuperacdes entre 94,5% e 99,0% para HPAs deuterados, gerando
uma reducdo de tempo e volume de solventes. O método cromatografico
apresentou coeficientes de correlagéo lineares, precisao e exatiddo que validam
a eficiéncia e resultados do método utilizado. Os limites de deteccdo para os
HPAs nas amostras variaram de 0,2 a 0,6 ug kg e de quantificagdo 0,7 a 2,0 ug
kg*. Foram encontrados 16 HPAs listados pela USEPA (United States
Environmental Protection Agency). Os niveis determinados neste estudo estao
bem acima dos recomendados por esta norma. O método comportou-se de
forma adequada para determinacdo dos analitos conforme exigéncias dos
orgaos 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, Seguranca Alimentar.



ABSTRACT

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHSs) 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 ug kg-1 and quantification limits from 0.7 to 3.4 ug 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 INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos estdo listados como alguns dos principais
contaminantes ambientais, pois sdo gerados com facilidade e apresentam grande
dispersdo (HARTZELL et al., 2018). Dentre eles, os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) apresentam alta toxicidade a biota devido seu potencial
carcinogénico e mutagénico (GARCIA et al., 2014; PHILLIPS, 2020; SINGH et al.,
2020).

Os HPAs sdo moléculas diversificadas com mais de cem compostos
organicos, constituidos apenas de carbono e hidrogénio, formados por dois ou mais
anéis aroméaticos condensados, cada qual contendo cinco ou seis atomos de
carbonos (BUDZINKI et al., 2004).

Grande parte da formacdo destes compostos se da pela combustédo
incompleta de substancias organicos e estdo presentes na queima incompleta de
Oleos, petréleo e seus derivados, nos escapamentos de veiculos, na fumaca de
cigarro, na calefacdo, na queima de carvao ou madeira, na incineracao de rejeitos,
entre outros, (NETO et al., 2000; HARTZELL et al., 2018). Apés formagéo, os HPAs
distribuem-se nos compartimentos ambientais em propor¢des que dependem de
suas propriedades fisico-quimicas e das caracteristicas de cada compartimento
ambiental (CHEN et al., 2017).

Sabe-se que os alimentos e bebidas sdo uma das maiores fontes de
exposicdo humana aos HPAs (LIN et al.,, 2005; ROZENTALE et al., 2017;
BERTINETTI et al., 2017; SILVA et al., 2020). A ocorréncia de contaminacdo em
alimentos por HPAs provém de diferentes formas, incluindo o contato com a agua,
ar e/ou solo poluidos e pelo processamento de alimentos, principalmente os que
apresentam elevadas temperaturas (secagem, defumacéo, tostagem, grelhagem)
(CHUNG et al., 2011; JUHURUL et al., 2013; MARTIN et al., 2015). A presenca e
as concentracfes destes compostos estdo relacionadas também com suas
caracteristicas fisico-quimicas como elevada lipofilicidade, a mesma propriedade
gue determina sua absorcao, distribuicdo e bioacumulagdo no organismo humano
(CARUSO e ALABURDA, 2008; PURCARO et al., 2012; KUHN et al., 2020).

Um dos alimentos que pode sofrer a contaminacdo por HPAs sdo as
especiarias que incluem os diversos tipos de pimentas e vém sendo usadas para

atribuir sabor, cor, aroma e preservacao para alimentos e bebidas. As especiarias
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servem de ingredientes para alimentos processados, produtos a base de carne,
laticinios e produtos de panificacdo (EFSA, 2008; EMBRUSCADO, 2015;
SCHAARSCHMIDT, 2016).

A gqualidade organoléptica e comercial dessas especiarias pode ser afetada
pela origem, processos envolvidos na producdo, presenca de corantes e outros
aditivos alimentares, sendo muitos desses proibidos. Os principais grupos quimicos
presentes em especiarias e que apresentam riscos a saude, compreendem
micotoxinas, residuo de pesticidas, metais pesados, contaminantes organicos
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 Agropecuéaria (EMBRAPA,
2020), ndo existe uma estimativa exata da producdo de pimenta no Pais, mas
acredita-se que sdo aproximadamente 5 mil hectares de area cultivada por ano,
gerando uma producao de 75 mil toneladas de especiarias.

A grande parte da producdo é cultivada por pequenos agricultores de
diversas regides brasileiras. Na regido Sudeste consome-se principalmente a
pimenta doce do tipo americana, pimenta cambuci, malagueta e cumari vermelha.
Na regido Nordeste, predominam as pimentas malagueta e pimenta de cheiro. Na
regido Norte, as pimentas mais apreciadas sdo a murupi, cumari do Para e a
pimenta de cheiro, na regido Centro-Oeste, tradicionalmente sdo cultivadas e
consumidas pimentas bode, malagueta, cumari do Para, dedo de moca e mais
recentemente pimenta de cheiro, anteriormente oriunda do Para e atualmente ja
cultivada em Goias (EMBRAPA, 2020).

Existem poucos resultados sobre estudos de contaminacdo de HPAs em

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

foram encontradas nos ultimos 20 anos abordando o assunto.

Considerando o grau de toxicidade desses compostos e a necessidade de
avaliar o seu aporte a dieta local através do consumo de pimentas, o objetivo deste
estudo foi determinar a presenca e niveis de HPAs em amostras comerciais de
pimenta por Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (do
inglés gas chromatography coupled to mass spectrometry - GC/MS).

Os objetivos especificos necessarios para atingir o objetivo geral foram:
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- Estabelecer as melhores condicbes e parametros instrumentais para
determinacdo dos HPAs utilizando Cromatografia Gasosa acoplada a
espectrometro de massas;

- Avaliar métodos de pré-concentracdo e cleanup através da cromatografia
liquida preparativa em coluna;

- Validar a metodologia;

- Determinacéo dos niveis de HPAs existentes nas amostras de pimentas.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 HIDROCARBONETOS

Os hidrocarbonetos sdo compostos organicos que possuem atomos de
hidrogénio e carbono em sua formacao, podem apresentar ligacdes simples, duplas
ou triplas e formam estruturas lineares, ramificadas ou ciclicas. As diferentes
classes de hidrocarbonetos se comportam de maneira distinta no ambiente, ou seja,
possuem distribuicdo, mecanismos de transportes, tempo de resisténcia e
estabilidade quimica diversa. Estes compostos estdo presentes na constituicao da
matéria organica de origem tanto vegetal como de animal, e também perfazem uma
fracdo expressiva na composicdo do petroleo e seus derivados (OLIVEIRA, et al.,
2014).

Dentro das classes dos hidrocarbonetos destacam-se os hidrocarbonetos
policiclicos arométicos (HPAs), que sdo compostos de grande importancia
ambiental devido ao seu potencial toxico e estdo amplamente distribuidos no
ambiente, em funcéo 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 Policiclicos Aromaticos

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) compdem uma familia de
mais de 100 compostos organicos com um ou mais anéis benzénicos condensados
e pode ser dividida em duas classes: compostos com baixo peso de dois a trés
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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sdo listados pela European Union (EU) e pela United States Environmental
Protection Agency (USEPA) como contaminantes prioritarios (SUN et al. 2018 (b);
TU et al., 2018; SINGH et al., 2020).

X = NN 3 e
1 | 2 s |l 4 | |
R ™ N N R
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- = = = =
Oy OO0 Cra) o
A S ok
Fenantreno Anfraceno Fluoranteno Pireno
=
= =
] | 10 11
AN Z &
| | o il
. AN = =~ 3
Benzo(a)antraceno Criseno Benzo(b)fluoranteno Benzo(k)fluoranteno
14 \ 7
15 16 =
/ | |
= NN = e
s
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Figura 1: Estrutura molecular dos 16 HPAs prioritarios que constam na lista de indicadores de
contaminagdo segundo a USEPA. HPAs de menor massa molecular (1 a 6) e de maior massa
molecular (7 a 16).

Fonte: Pietzsch, (2017).

Suas propriedades fisico-quimicas estdo relacionadas com sua massa
molecular e sua forma estrutural, quanto maior a massa molecular menor sera a
sua solubilidade, possuem um elevado Kow (coeficiente de particdo, octanol/agua),
sdo estaveis ambientalmente, capaz de bioconcentrar e sdo bioacumulaveis. 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 fisico-quimicas dos 16 HOPAs prioritarios.

Namer

HPAs Sigla :n‘gies (gma) (m; LD (EZ) oo
Naftaleno Naf 2 128 30 104 3,37
Acenaftileno Acl 3 152 3,93 8,9x10" 4.1
Acenafteno Ace 3 154 3,93 2,910 3.9
Fluoreno Fl 3 166 1,98 8,0x102 4,2
Fenantreno Fen 3 178 1,29 1,6x10—2 4.6
Antraceno Na 3 178 7,0x102  8,0x10% 45
Fluoranteno Flu 4 202 1,4x101 6,0x104 4.6
Pireno Pir 4 202 2,6x101  1,2x10°% 52
Benzo(a)Antraceno BaA 4 228 1,4x101 2,8x10°% 5.6
Criseno Cri 4 228 2,0x10°3 8,4x10°5 5,9
Benzo(k)Fluoranteno BkF 5 252 5,5x10 1,3x107 57
Benzo(b)Fluoranteno BbF 5 252 1,5x102 6,710 58
Benzo(a)Pireno BaP 5 252 3,8x10°3 7,3x107 6,5
Benzo(g,h,i)Perileno BghiP 6 276 2,6x10? 1,4x10® 71
Dibenzo(a,h)Antraceno DahA 5 278 5,0x10°3 1,3x108 6,5
Indeno(1,2,3-cd)Pireno P 6 276 6,2x10? 1,3x108 6,6

Legenda: PM: peso molecular; S: solubilidade em agua; PV: pressao do vapor; Kow: coeficiente de
particdo octanol/agua; nd: ndo determinado.
Fonte: Adaptado de Garcia et al., (2014).

Estes compostos sdo formados principalmente por fontes naturais, como
gueimadas de florestas, atividades vulcanicas, decomposicao de material biolégico,
além de serem formados a partir de fontes antropicas, tais como: a combustao
incompleta da matéria organica em altas temperaturas e material fossil (fonte
pirolitica), maturacdo de matéria organica (processo petrogénico), producao de
aluminio, producao de carvdo, processos de defumacdo e secagem direta com
madeira, torrefacdo, queima de plastico, fumaca de cigarro e produto de rapida
degradacédo da matéria organica (processo de diagénese) (MARTIN et al., 2015;
HASSAN et al., 2018).

Sao solidos a temperatura ambiente, solUveis em solventes organicos,
altamente lipofilicos e quimicamente estaveis, sendo biodegradados lentamente

sob condigbes aerbbicas e dificiimente 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 particulas 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
guando lancados na agua (OLIVEIRA et al., 2014; ARDUIM et al., 2019). Portanto,
estdo presentes como contaminantes do ar, alimentos, solos e dgua (ZHOU e GAO,
2014; LAWAL, 2017; ROZENTALE et al., 2017; ARDUIM et al., 2019; SANCHES
FILHO et al., 2021). Devido a sua distribuicdo ambiental e ao seu caréter lipofilico,
a contaminacdo humana por esses compostos podem ocorrer por absorcao pela
pele, ingestdo ou inalacdo, sendo rapidamente distribuidas pelo organismo
(GARCIA et al., 2014; SINGH et al., 2020; SILVA et al., 2020).

2.1.2. Toxicidade dos Hidrocarbonetos Policiclicos Aroméaticos

A partir do ano de 1931 comegaram os estudos sobre os HPAs, com o
isolamento do Benzo(a)Pireno a partir do carvdo e sua sintese (CARUSO,
ALABURDA, 2008; GARCIA, 2014). A sua identificacdo como uma nova substancia
guimica, em 1933, permitiu demonstrar que o BaP é um forte agente cancerigeno
em animais e também para humanos. Nesse sentido, estudos mostram que
determinados HPAs podem provocar cancer se inalados, ingeridos e mesmo apos
contato com a pele (SINGH et al., 2020).

Segundo Neto et al. (2000) quando os HPAs estdo no organismo eles sao
metabolicamente ativados, visando a formacdo de compostos hidrossoluveis para
facilitar a sua excrecdo. O mecanismo de eliminacdo envolve a formacéo de
epoxidos, seguidos de compostos polihidroxilados, os quais sdo mais sollveis em
agua.

A estrutura dos HPAs, principalmente a posi¢cdo do &tomo de carbono, é que
determina sua atividade biologica. Onde a regido de baia € definida como uma area
de canto aberto na molécula, regido em que ocorrem processos relacionados com
a toxicidade. A molécula diolep6xido é um metabdlito intermediario dos HPAs
formada na regido de baia, altamente reativa, no processo de metabolismo, na qual
esta molécula compete covalentemente com o acido desoxirribonucleico (do inglés
deoxyribonucleic acid) denominado DNA formando adutos (ROCHA e NISHIO,
2016).
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A inducéo da carcinogénese ocorre quando ha formacéo de adutos de DNA

num local critico para a regulacao, diferenciagdo ou crescimento celular. Os adutos

de DNA representam uma das etapas criticas no modelo de carcinogénese e

podem ser considerados biomarcadores de risco para o desenvolvimento de

cancer, além de estarem relacionados com o déficit no desenvolvimento

neurolégico de criancas (ROCHA e NISHIO, 2016). A Figura 2 apresenta a regido

de baia nas respectivas moléculas do HPAs.

Benzo(a)antraceno Benzo(a)pireno Benzo(b)fluoranteno

Benzo(g,h,i)perileno

OISO ERASY,
”\ 90¢
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Criseno Dibenzo(a,h)antraceno Indeno (1,2,3-
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Figura 2: Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em estrutura molecular, que apresentam a

regido de baia.
Legenda: A seta (") indica a regido de baia.
Fonte: Rocha e Nishio, (2016).

A Figura 3 representa a ativacdo metabdlica do benzo(a)pireno com

formacédo de diolep6xido que ocorre em trés etapas.
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Figura 3: Ativacdo metabdlica do benzo(a)pireno com formacéo de diolepdxido.
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Fonte: Bernardo et al., (2016).

Com a formacéo do metabdlito, € provavel que ele ataque eletroliticamente
o DNA através do mecanismo SiN com a formacdo de carbocations estaveis,
portanto a sua reatividade com o DNA esta diretamente ligada a facilidade de
formacao de cétions. Na Figura 3, o diolepéxido formado é o B(a)P-7,8-diol-9, 10-
epoxido (B(a)P-diol epdxido). Este metabdlito possui maior tendéncia a
carcinogenicidade em relacéo a outros metabdlitos do BaP, que possuem o anel
epoxido em outras posicdes, ou seja, a interagcdo com o DNA é favorecida quando
o B(a)P-7,8-diol-9,10-epdxido € formado na ativagdo metabdlica, assim o anel
epoxido a ser formado no diol fara parte da regido de baia dos HPAs, que no caso
do B(a)P fica entre as posi¢cdes 10 e 11 (BERNARDO et al., 2016).

Logo a toxicidade destes compostos através da inalacdo depende muito do
grau de contaminacdo atmosférico, que esta diretamente relacionado a
urbanizacéo, ao trafego de veiculos e a industrializacdo (GARCIA, 2014). Enquanto
a absorcao dérmica se da quando as pessoas residem ou trabalham em ambientes
diretamente influenciados por estas fontes (LAWAL, 2017). Ja, a alimentac&o € uma
das principais vias de exposicdo humana a HPAs (ZELINKOVA e WENZL, 2015;
MARTIN et al., 2015).

Além disso as propriedades mutagénicas, carcinogénicas e teratogénicas
sdo determinadas pelo nimero de anéis da molécula (WU et al., 2020). Por isso,
muitos HPAs sdo considerados compostos toxicos, até mesmo em pequenas
concentracdes, sendo que os compostos de menor massa molecular formados por
dois ou trés anéis (como Naftaleno, Fenantreno e Antraceno) tém uma elevada
toxicidade, mais baixo ou nenhum potencial carcinogénico, enquanto oS compostos
de maior massa molecular contendo quatro, cinco ou seis anéis (como
Benzo(a)Pireno) possuem baixa toxicidade, mas um grande potencial
carcinogénico (BERNARDO et al., 2016; SINGH et al., 2020).

No regulamento da Comissdo das Comunidades Europeias n° 208/2005,
determinou a utlizagdo do BaP como marcador, por ser um potencial
carcinogénico, representando a ocorréncia de outros HPAs cancerigenos, além de
estabelecer os limites para este composto em alguns alimentos, por ele ser mais
nocivos a saude (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 figado, levando a inflamacdes cutaneas, hiperqueratose e
ulceracbes, além de causarem alteracdes nos linfonodos e inducdo de efeitos
imunossupressores. Ja para Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC),
0s niveis detectaveis de HPAs podem ser observados em muitos orgaos, sendo
encontrados em maiores niveis no figado (IARC, 2013).

Conforme estudos realizados pelo IARC, os HPAs sao classificados de
acordo com a evidéncia de carcinogenicidade em humanos e em animais
experimentais (IARC, 2013). A Tabela 2 apresenta o potencial carcinogénico de

alguns HPAs.

Tabela 2: Potencial carcinogénico dos principais hidrocarbonetos policiclicos aromaticos.

HPAs Grupo Ano
ACP? 3 2010
ACY? NC 2010
ANTS? 3 2010
B(a)A* 2B 2010
B(a)P® 1 2012
BEb;F6 2B 2010
B(ghi)F” 3 2010
B(k)F8 2B 2010
ChR® 2B 2010
DhA10 2B 2010
PHE!! 22 2010
FLT?2 3 2010
FLR®3 3 2010
IcP14 2B 2010
NAP1S 2B 2002
PYR16 3 2010

Legenda: Grupo 1: carcinogénico para humanos; Grupo 2A: provavelmente carcinogénico para
humanos; Grupo 2B: possivelmente carcinogénico para humanos; Grupo 3: ndo classificavel em
relacdo a carcinogenicidade para humanos; NC: néo classificado; ‘acenafteno; 2acenaftileno;
Santraceno; “benzo(a)antraceno;’benzo(a)pireno; Sbenzo(b)fluoranteno; “benzo(ghi)perileno;
8benzo(k)fluoranteno; °criseno; 1°dibenzo(a,h)pireno; !fenantreno; ?fluoranteno; *3fluoreno;
Hindeno(1,2,3-cd)pireno; ®naftaleno; 6pireno.

Fonte: Adaptado de IARC, (2013).

2.1.3. Hidrocarbonetos Policiclicos aroméaticos em Alimentos

Os alimentos sdo uma das maiores fontes de contaminacdo de HPAs nos
seres humanos. A ocorréncia destes compostos nos alimentos é influenciada pelas
mesmas caracteristicas fisico-quimicas que determinam sua absorcdo e
distribuicdo em humanos. Muitos estudos tém sido realizados comprovando a
presenca destes compostos em varios alimentos brutos ou processados, além de
bebidas e aguas (CARUSO e ALABURDA, 2008; GARCIA, 2014; LAWAL, 2017).
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Como dito anteriormente, a presenca de HPAs em alimentos se da devido a
disseminacdo deste composto no meio ambiente (ar, solo ou agua) ou durante o
processamento e cozimento. As principais etapas de processamento que
disseminam os HPAs sdo secagem e defumacéo e as de cozimento sdo as que
envolvem altas temperaturas na faixa de 400 a 1000°C, tais como aquelas que
envolvem acdes de grelhar, assar e fritar (ROZENTALE et al., 2015; SILVA et al.,
2020; KUHN et al., 2020).

Na grelhagem utilizando o carvao vegetal, torna-se possivel reduzir os niveis
de HPAs em até 74% quando a fumaca é removida, e em até 89% quando nao
ocorre 0 gotejamento da gordura no carvao (MARTIN et al., 2015; LEE et al., 2016).
A utilizag&o de grelha elétrica aumentou de 5 a 13 vezes a concentracdo de HPAs
em pescado, coracdo de galinha e carne suina, em comparacao aos niveis iniciais
do contaminante (CHENG et al., 2019). Além disso, diferentes tipos de gorduras
animais terdo diferentes efeitos nos niveis de HPAs durante o processo de
grelhagem (CHENG et al., 2019; WU et al., 2020).

Em éareas distantes dos centros urbanos e industriais, os teores de HPAs
presentes nos alimentos, que sdo processados, refletem a contaminacdo ambiental
(REIS et al., 2016). Por isso, que os HPAs tém sido encontrados em diversos tipos
de alimentos incluindo 6leos vegetais, margarinas, maionese, produtos lacteos,
frutas, vegetais, carnes, peixes defumados, produtos a base de defumacao, cha-
mate, café, aclcar, cereais, agua, peixes e crustaceos, 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 contaminacao por HPAs, devido aos
processos de defumacéo ou secagem ao ar quente ou quando exposta ao sol. Ja
a desidratacdo delas é obtida pela defumacédo (FASANO et al., 2016; MONAGO-
MARANA et al., 2016; ROZENTALE et al., 2016).

2.1.4 Legislagéo para HPAs

De acordo com a Comissdo das Comunidades Europeias (EC, 2005),
através do regulamento de n°208/2005 determinou a utlizacdo do BaP como
marcador, representando a ocorréncia de outros HPAs cancerigenos, além de
estabelecer os limites para este composto em alguns alimentos, pois é considerado

um dos mais nocivos a saude. A European Food Safety Authority (EFSA),
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estabeleceu um somatério de 4 HPAs (BaA, ChR, BaP e BbF), como um marcador
mais adequado para presenca de HPAs, onde foram especificados no regulamento
de n° 835/2011(EU, 2011 a).

A Tabela 3 demonstra os niveis estabelecidos por esta norma.
Tabela 3 — Niveis maximos de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos de acordo com o

regulamento n°835/2011 da Unido Europeia.

Niveis Maximos (ug kg™)
Tipos de alimentos Benzo(a)Pireno SHPAs 4

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

Oleos e gorduras 2,0 10,0
Gréos de cacau 5,0 35,0
Produtos derivados de cacau 50 30,0
Oleo de coco 2,0 20,0
Carne defumada 50 30,0
Produtos a base de carne 2,0 12,0
defumada

Peixe defumado e produtos de 5,0 30,0
pesca defumado

Caranguejos e crustaceos 2,0 12,0
defumados

Espadilhas defumadas e 50 30,0
espadilhas defumadas em latas

Moluscos bivalves e produtos 6,0 35,0
defumados

Alimentos transformados a 1,0 1,0

base de cereais e alimentos

para bebés

Férmulas para lactentes e 1,0 1,0
férmulas de transigao, incluindo

leite para bebés

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, (20112).

Além disso o regulamento n° 836/2011 (EU, 2011b) da Comissdo das
Comunidades Europeias, diz respeito aos métodos de amostragem e andlise para

o controle oficial dos niveis de chumbo, cadmio, mercurio, estanho, inorganico, 3-
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MCPD e Benzo(a)Pireno em produtos alimentares. A Tabela 4 destaca os critérios

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

Tabela 4 — Critérios de desempenho para métodos de analise de benzo(a)pireno

Parametro Valor
Aplicabilidade Alimentos especificados no Regulamento (EU) n°
835/2011
Limite de deteccédo Menor do que 0,3 pg kg-*
Limite de quantificagéo Menor do que 0,9 ug kg-*
Recuperacéo 50 a 120%
Especificidade Livre de interferéncias de espectrais, verificacdo de

deteccdo positiva

Fonte: Adaptado EU, (2011b).

Nos Estados Unidos a Associacdo, de Alimentos em Conserva (Snack Food
Association, SFA) estabelece que os aromas/aromatizantes dos condimentos
utilizados na producgao de alimentos industrializados n&o devem possuir teores de
BaP e BaA superiores a 10 ug kg* e 20 ug kgt (SIMKO, 2002). A legislacédo
Americana é focada na reducdo dos HPAs em questbes ambientais através da
USEPA (GARCIA et al., 2014; ARDUIM et al., 2019).

Na Alemanha, a Sociedade Aleméa da Ciéncia dos Lipideos (German Society
for Fat Science), fixou limites de 25 ug kg para os HPAs totais e de 5 pg kg para
0s HPAs de elevada massa molecular em alimentos defumados (MORET et al.,
2010).

Ja no Brasil a legislacdo existente para HPAs em alimentos é muito limitada,
existe apenas legislacdo para area de protecdo ambiental. Para alguns grupos de
alimentos ha legislacao, os limites estabelecidos sdo somente para o BaP, porém
existem limitacBes consideraveis, pois sdo encontrados HPAs com mais de um
composto coexistente. O érgao responsavel pela regulacdo no Brasil € a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

O Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), ainda néo
estabeleceu limites para a maioria dos alimentos possiveis de contaminacdo por
HPAs. A ANVISA na Resolugcdo n° 2/2007 determinou limite para BaP para
alimentos que passaram por processo de defumacéo de 0,03 ug kg e a Portaria
n° 2.914/2011, estabeleceu um limite de 0,7 pug L para agua envasada e gelo
(ANVISA, 2005,2007).
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2.2 METODOS DE EXTRACAO DE HPAs

A literatura dispde de uma variedade de técnicas de extracdo para a
determinacdo de HPAs em alimentos. Dentre as mais utilizadas estdo a extracao
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 sélida (GALLINARO e FRANCO, 2009; THEA et al., 20186,
WANG et al., 2021), QUEChERS (PRESTES et al., 2009; SURMA et al., 2014;
PERESTRELO et al., 2019), microondas (HERNANDEZ-POVEDA et al., 2008;
BOUTEMTAM et al., 2020) e microextracdo em fase solida (QUINTEIRO et al.,
2003, PARIS et al., 2018). Abaixo serdo apresentadas detalhadamente cada uma

das extracOes citadas anteriormente.

2.2.1. Extragdo sob Ultrassom

A extragao utilizando os banhos de ultrassom s&o frequentemente usadas
para analise 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). E uma
etapa de extracao ja padronizada pela EPA 8310 (EPA,2015).

Lin, Tu e Zhu (2005), utilizaram a técnica com sucesso para andlise de folhas
de cha verde, preto e jasmim. Os analitos foram extraidos por 30 minutos em banho
ultrassoénico, com 20,0 mL de diclorometano, os extratos foram purificados em
coluna classica de silica com eluicao de 10,0 mL de hexano.

Este método possui uma eficiéncia de extracdo, que esta relacionada com o
fenbmeno de cavitacdo, que € a formacdo e o colapso de microbolhas que
absorvem mais energia do ultrassom e implodem, como demonstra a Figura 4.
Durante a implosdo ou colapso das microbolhas hd uma producdo de altas
temperaturas e pressdo em torno de 5000 °C e 1000 atm. Quando a cavitagdo
ocorre em um solvente junto com uma amostra sélida, ocorre a producédo de
microjatos de solvente com alta velocidade (v>100 m/s), os quais sdo responsaveis
pela extracdo e transferéncia dos analitos da amostra solida para o solvente
(SUSLICK, 1989; CARUSO e ALABURDA, 2008; CHUAH et al., 2017).
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Figura 4: Crescimento e imploséo de bola de um liquido irradiado com ultrassom.
Fonte: Adaptado Suslick, (1989).

Apresenta algumas vantagens como: a rapidez, pois a média de tempo gasto
€ de 1 hora e 30 minutos, a simplicidade no processamento da amostra e 0 baixo
custo de operacgao (SUSLICK, 1989; CHUAH et al., 2017)

2.2.2. Extracdo em Fase Sdlida

A extracdo em fase solida (Solid-phase Extraction SPE) foi introduzida em
1976 para suprir as desvantagens apresentadas pela extracdo liquido-liquido e
hoje, consiste no método mais popular de preparo de amostra em analises de rotina
(JARDIM, 2010).

A técnica consiste na aplicacdo de amostras liquidas contendo os analitos
no topo de uma coluna ou cartucho e eluida através do solido adsorvente (THEA et
al., 2016). Apés a fase liquida ser drenada, o analito retido no adsorvente € eluido
com um solvente mais seletivo e de polaridade adequada para, finalmente, ser
coletado para analise (BOBEDA, 2014). Esta técnica de separacdo baseia-se nos
mesmos mecanismos da cromatografia liquida de baixa presséo e, do ponto de
vista préatico, comporta-se como um sistema cromatogréfico de coluna aberta que
contém a fase solida (CALDAS et al., 2011), conforme mostrado na Figura 5.
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Figura 5. Etapas do SPE: condicionamento do sorvente, adicdo da amostra, remogdo dos
interferentes e eluicdo do analito.
Fonte: Borges (2016).

Possui um vasto campo de aplicacdo como andlises de farmacos, nas areas
de bioquimica e de quimica organica, alimentos, como: carnes, cereais, pescado e
bebidas, aléem de ser, também, muito usada em matrizes de amostras ambientais,
como, agua, solo e ar. O uso para extracdo de HPAs tém mostrado excelente
seletividade e também indices adequados de recuperacdo para estes
contaminantes nestes diferentes tipos de matrizes (GALLINARO e FRANCO,
2009).

Esta técnica pode ser utilizada diretamente acoplada as técnicas de
Accelerated Solvent Extraction (ASE), o que contribui para diminuir o tempo de
preparo da amostra para analise, a fim de evitar a perda do analito, que ocorre
normalmente quando o preparo do extrato envolve etapas variadas, ou a
contaminacao do extrato devido sua manipulacdo (CALDAS et al., 2011).

As vantagens apresentadas por esta técnica de extracao € 0 menor consumo
de solventes organicos, a ndo formacéo de emulsées, a facilidade de automacao,
as altas porcentagens de recuperacao do analito, volumes reduzidos de residuos
toxicos, capacidade de aumentar seletividade da concentracdo do analito e
disponibilidade comercial. Ja por outro lado, apresenta desvantagens no tempo
elevado de analise, os altos custos dos cartuchos e dos dispositivos comerciais
multivias (manifolds) e a dificuldade em selecionar o sorvente adequado para a
aplicacao desejada (MOLLE, 2017).

2.2.3. Extrag&o Soxhlet

A extracao por soxhlet € o método reconhecido pela USEPA para extracao
de compostos organicos, semi-volateis e néo volateis de matrizes sélidas (USEPA,
1996).
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A extracdo funciona através do fenébmeno de refluxo, onde a amostra &
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
baldo de destilacdo sob aquecimento, conforme ilustrado na Figura 6. Quando o
solvente atinge um nivel de transbordamento, ocorre o processo de sifonagem,
onde o sifédo aspira todo o contetdo do suporte do dedal e o transporta de volta ao
baldo de destilacdo (LUQUE-GARCIA e DE CASTRO, 2004).

Condensador

Camara de extracio

Cartucho

Vapor do Sifso

solvente

Solvente de extracido

Baldo

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

Este método € muito utilizado em diversos estudos, para analise de
contaminantes ambientais e também em alimentos, como foi o0 apresentado por
Wandan et al. (2011), que determinaram a presenca de benzo(a)pireno em
améndoas granuladas de cacau e concluiram que esses niveis sdo considerados
altos em comparacdo com parametros utilizados.

Devido ao seu grande potencial extrator, a metodologia utilizando o soxhlet
€ usada para diversos tipos de analise, sendo mais utilizada na area ambiental em
diversas amostras solidas e para a extracdo de diversos produtos e é faclil
reprodutibilidade, contudo possui a desvantagem em seu processo com 0 Uso muito

grande de solvente, tendo em vista que o solvente necessita permanecer em refluxo

26



durante 12 a 36 horas para alcancar uma eficiéncia de extracdo (BOBEDA, 2014;
CASTRO et al., 2021).

2.2.4. Extracdo QUEChERS

O método de extragdo QUEChERS € um dos mais promissores, envolvendo
guantidades reduzidas de solventes orgéanicos e vidrarias, segundo o0s principios
da quimica verde (PERESTRELO et al., 2019). Esse método tem como vantagem
ser rapido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, Safe) (PRESTES et al., 2009).

Embora tenha sido originalmente projetado para a extracdo de residuos de
agrotéxicos em frutas e vegetais, o0 método QUEChERS tem sido amplamente
estudado para determinacéo de diferentes compostos nas mais diversas matrizes
(ARIAS, 2019).

Surma et al. (2014), aplicaram o método para a determinacdo de HPAs em
alimentos de origem animal, onde foi possivel identificacdo desses compostos em
todas as amostras, dentro dos limites estabelecidos pelo regulamento da n°
835/2011 (EU,2011).

Esse método possui varias versées, como por exemplo uma extragdo com
aceto nitrila, seguida de particdo liquido-liquido (adicdo de MgSOs4 e NaCl e
posterior etapa de purificacdo com extracdo em fase solida dispersiva
(ANASTASSIADES et al., 2003; PRESTES et al., 2009; DEMARCO, 2017; ARIAS,

2019). Conforme demonstrado na Figura 7.

o ORIGINAL o ACETATO o CITRATO

= 10 g amostra 15 g amostra 10 g amostra
Exiragiic 10 MLACN 15 mLACN 1% Ac. Acético 10 mLACN
\Y \Y Ve
49 MgsQ,
= 4 g Mgs0, &g MgS0, 1g NaCl
Particao 1 g Nacl 1.59 CH,COONa 1 g CgHsNa,0.2H.0
0.5 g C.H:Na,O,.1,5H,C
Y \Y Ve
1 mL sobrenadante 1 mL sobrenadante 1 mL sobrenadante
150 mg MaSO, 160 mo MO, 160 mo MaBO,
25 mg PSA 50 mg PSA 25 mg PSA

Figura 7. Demonstragdo das principais versdes do método QUEChERS.
Fonte: Demarco, (2017).
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2.2.5. Extragdo Assistida por Microondas

A extracdo assistida por microondas (do inglés microwave assisted
extraction - MAE), consiste no aquecimento do solvente extrator em contato com a
amostra pela energia das microondas. A particdo dos analitos da matriz para o
solvente extrator depende da temperatura e da natureza do solvente
(HERNANDEZ-POVEDA et al., 2008).

A energia de microondas é uma forma ndo ionizante que cria uma radiacao
eletromagnética que causa movimento molecular, por migracao de ions e rotacao
de dipolos, mas normalmente ndo causa alteracdes na estrutura molecular (SHU et
al., 2003).

Além de ter uma faixa de frequéncia de 300 a 300.000 MHz (BOUTEMTAM
et al., 2020). Para aquecer uma amostra por microondas é necesséria a presenca
de um composto dielétrico. Quanto maior a constante dielétrica, maior a liberacdo
de energia térmica e mais rapido se da o aquecimento em uma dada frequéncia. 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 dissipacdo
(SHU et al., 2003; BOUTEMTAM et al., 2020).

O MAE é muito usado para extracdo de HPAs de amostras ambientais
sélidas, Shu et al. (2003), realizaram um procedimento de extracdo 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 recuperacéo para os HPAs contidos em NIST SRM-1649a variou de 77-116
%. Em andlise de HPAs em alimentos ndo se tem muitos estudos relacionados a

esta técnica de extracao.

2.2.6. Extracdo por Microextracdo em Fase Sélida

A microextracdo em fase solida (do inglés solid phase microextraction
SPME) é uma microtécnica de extracdo e de pré-concentracdo de analitos, pois
esses processos sao realizados em escala muito pequena (QUINTEIRO apud
VALENTE e AUGUSTO, 2003). A SPME apresenta diversas vantagens quando
comparada a técnicas convencionais permitindo a automacdo das analises,
concentragcédo dos analitos, reutilizacdo das fibras de extracdo e simplificacao da

instrumentacdo analitica, além de ser usada para extrair diferentes analitos, em
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diversos campos da pesquisa como quimica forense, ambiental, area farmacéutica,
alimenticia (NASCIMENTO et al., 2018).

Além de possui um dispositivo basico que abrange um bast&o de fibra 6ptica
de silica fundida com sua extremidade recoberta por um filme, conforme a Figura
8.

!

|
. . * 1
° L A L] \ -
L . L] ° }
L v o
L] ° L . .

Perfura-se o Expoe-se a Os analitos com Recolhe-se Insere-se a O analitos sao
septo do fibra aos afinidade pelo a fibra. agulha no dessorvidos
frasco da analitos pela  revestimento da injetor e termicamente.
amostra movimentagao fibra sao expoe-se a

(vial). do émbolo. extraidos. fibra.

Figura 8. Procedimento béasico de operagdo da SPME. Processo de extracdo dos analitos
da amostra e dessorgédo térmica no injetor de um cromatografo a gas.
Fonte: Nascimento et al., (2018).

A extracdo e concentracdo do soluto ocorrem através dos processos de
sor¢céo (absorcdo ou adsorcao) do soluto em uma fina camada de fase extratora
(com espessura de 7 a 100 um), polimero ou sélido adsorvente, que reveste
superficie extrema de uma fibra de silica fundida (KATAOKA e SATO, 2011).

Esta técnica quando acoplada a sistemas analiticos fornece analises rapidas
com baixo consumo de solventes toxicos e com maior precisdo analitica. No
acoplamento com a cromatografia gasosa (SPME/GC) a fibra é inserida
diretamente no injetor ja aquecido apos 0 processo de extracdo, onde os analitos
serdo termicamente dissolvidos para a coluna analitica. Desta maneira, ndo ha
necessidade de utilizar solventes organicos. Outra maneira de se utilizar a SPME é
acoplando-a com a cromatografia liquida (SPME/LC), nesse caso ha 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 valvula de seis porticos do
HPLC (COELHO et al., 2008; KNOW et al., 2013).

2.2.7. Métodos de analises para HPAs

A exposicdo dos HPAs no organismo humano tem gerado muita
preocupagdo O que gera uma grande atencdo para desenvolvimento de
metodologias para identificacdo e determinacdo desses compostos em nivel de
tracos em diversas matrizes.

Os métodos cromatograficos sdo bastante empregados na atualidade para
andlise de HPAs em alimentos diversos.

Sanches Filho et al. (2021), desenvolveram um método para a determinacao
de HPAs em marcela utilizando a cromatografia gasosa acoplada com
espectrometria de massa, onde identificou concentracdes elevada de HPAs para
cha, resultando em niveis que podem causar danos a saude.

Lee et al. (2016), estabeleceram um método usando GC/MS para identificar
os efeitos dos procedimentos em uso de grelha, e determinar os niveis de HPAs
em carnes grelhadas, resultando na identificacdo dos HPAs cancerigenos, através
da combustdo de gotejamentos da gordura. Surma et al.,, (2014), também
desenvolveram um método usando o GC/MS, para a determinagdo de HPAs em
alimentos de origem animal, onde mostraram recupera¢cfes 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 Oleos vegetais usando cromatografia liquida de alta
performance (HPLC), com detector de fluorescéncia, obteve valores de limite de

deteccdo e quantificacdo de 0,18 e 0,25 ug kg™.

2.2.7.1 Cromatografia Gasosa acoplada Espectrometria de Massas

A cromatografia € uma técnica de separacao bastante utilizada em diversas
areas de pesquisa, com destaque para a quimica organica, quimica de produtos
naturais e quimica ambiental (LAWAL, 2017; LIMA, 2019).

As separagfes em cromatografia gasosa sdo obtidas por uma série de
particbes entre uma fase gasosa em movimento e uma fase estacionaria

(normalmente liquida) mantida em um tubo de pequeno diametro (a coluna), apés
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uma mistura ser injetada como uma banda estreita. A amostra € 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 pressao de vapor, que por sua vez € uma funcdo da temperatura da coluna e
da afinidade entre o composto e a fase estacionaria. Diferencas na pressédo de
vapor fazem com que as moléculas de cada componente sejam divididas entre a
fase gasosa movel e a fase estaciondria. Um detector monitora a composi¢ao do
fluxo de gas conforme ele emerge da coluna, carregando 0s componentes
separados, e 0s sinais resultantes fornecem dados requeridos para a analise. A
Figura 9 mostra os componentes basicos de um cromatografo gasoso acoplado ao
espectrometro de massas (BARTLE e MYERS, 2002;).

Gas de
arraste Injetor
00 Sistema de
T dad
| | ados
Coluna Multiplicador
capllar Fonte de s
P ionizacdo de elétrons
.;«"f—\‘:\
] | lm.l Analisador de massas
_ 4
Forno Espectrometro de massas

Figura 9. Diagrama esquematico das partes basicas de um cromatégrafo gasoso (GC).
Fonte: Adaptado de Lima, (2019).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) é a
combinacdo sinérgica de duas técnicas microanaliticas, um cromatégrafo a gas que
separa 0s componentes de uma mistura no tempo, e um espectrémetro de massas
gue fornece informagdes que auxiliam na identificagdo estrutural de cada
componente. Caracterizam-se por técnicas bastante compativeis, pois as técnicas
de ionizacdo por espectrometria de massa requerem analitos em fase gasosa e
sdo, portanto, idealmente adequadas para a cromatografia gasosa que requer, do
mesmo, amostras volatilizadas (LIMA, 2019).

Andlises por espectrometria de massas dependem de dois processos
basicos que ocorrem no analisador: ionizacdo e separa¢do de massas. Diferentes
métodos de ionizagcdo podem ser combinados com as diferentes técnicas de
separacao 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
ionizagdo: ionizacdo quimica e ionizagdo por impacto eletrénico. Por trazer mais
detalhes sobre as estruturas dos compostos a ionizagdo por impacto eletronico
costuma ser a forma mais comum. Nesse tipo de ionizacdo o analito entra na
camara de ionizacdo a baixas pressdes sendo fragmentado quando colide com
elétrons acelerados por um potencial de 70 eV provenientes de um filamento focado
através da camera. Onde os fragmentos gerados como ions positivos sdo entédo
encaminhados ao analisador que separa as massas e envia ao detector (BARTLE
e MYERS, 2012).

Os analisadores mais comuns de massa sdo aqueles baseados no tempo de
voo dos ions de massa diferentes, conhecido como TOF (Time of flight); os
analisadores baseados na oscilagdo dos ions em torno de um eletrodo central,
sendo a oscilagdo dependente da massa do ion, conhecido como Orbitrap
(Electrostatic Axially Harmonic Orbital Trapping), e os analisadores do tipo
guadrupolo e ion 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 esta baseada no tipo de dado que se
deseja gerar, sendo alguns analisadores mais adequados para a analise qualitativa
(analisadores de alta resolugédo), enquanto outros sao mais adequados para
analises quantitativas. As andlises quantitativas normalmente requerem
analisadores mais seletivos, que sao capazes de eliminar, com eficiéncia, possiveis

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

2.2.7.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés High Performance Liquid
Chromatograpy - HPLC) é a técnica cromatografica de grande versatilidade e poder
analitico, que pode ser aplicada a qualgquer composto com solubilidade em um
liquido que pode ser utilizado como fase mével. A HPLC é utilizada na analise de
alimentos para quantificar pequenas moléculas e ions e para separar e purificar
macromoléculas (REUHS, 2017).

A HPLC utiliza um suporte com particulas diminutas responsaveis pela alta
eficiéncia, sendo um meétodo adequado para separacdo de espécies idnicas e
macromoléculas (DEGANI et al., 1998). Devido a utilizacdo de colunas com grande

capacidade de separacdo, a realizagdo da HPLC requer a utilizacdo de
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equipamentos especificos, com o uso de bombas e colunas que suportam altas
pressdes necessarias para eluicdo da fase mével (LINO et al., 2006).

A Figura 10 mostra os componentes basicos de um HPLC, onde a fase movel
deve ser um solvente que dissolva a amostra sem que qualquer interacao quimica
ocorra entre ambas. A fase estacionaria deve ser compativel com o detector,
possuindo polaridade adequada para permitir a separagdo adequada dos
componentes da amostra. J& a coluna cromatografica deve ser confeccionada de
material inerte e que resista a altas pressdes. Por fim os detectores devem
apresentar ampla faixa de aplicacdo, sendo que 0s mais utilizados s&do os
espectrais (PERES, 2002; MEYER, 2013).

__~ Amostrador automaticc

~_ Amostras

—> Circulagdo: Fase MéveI/ [~
/ _ Injetor de amostras

_~ Vdlvula 6 vias

/

Solventes A B

— Detector (Ex.: UV-VIS)

Bomba Solvente B
Bomba Solvente A L |

e

Coluna cromatografica

——— Coletor de fragdes
—— Vials com as fragbes

Descarte‘

Misturador
Valvula Seletora
Degaseificador

Bomba de Alta Pressio —/ » Purga

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

Recentemente a evolugéo das colunas e da fase estaciondaria permitiu o uso
de particulas muito pequenas, desenvolvendo assim a cromatografia liquida de
ultra eficiéncia (U-HPLC). A U-HPLC é um método cromatografico com analises
mais rapidas, consumo menor de solventes e com eficiéncia muito mais elevada
gue a HPLC (LINO et al., 2006).
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2. 3. PRODUCAO DE PIMENTAS

Desde antiguidade ervas e especiarias tém sido usadas em todo o0 mundo
para dar sabor e conservar alimentos (SCHWEIGGERT et al., 2007; PEREIRA,
2018).

De acordo com Pinto et al. (2013), as pimentas tém como centro de origem
a américa, sendo cultivadas em clima tropical e semi-temperado.

Schweiggert et al. (2007), afirmam que as especiarias sao 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 producéo que inclui:
pré-tratamento, secagem, limpeza, moagem, embalagem, armazenamento e uma
descontaminacdo microbiana.

A colheita e poés-colheita é realizada manualmente ou mecanicamente,
seguido pela secagem das pimentas, que sao cortadas e colocadas para secar
espalhadas no solo ou em plataformas elevadas, e secas ao sol. Outra forma de
secagem pode ocorrer usando fogdes 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-MARANA et al., 2016).

Apds o processamento, 0s temperos sao geralmente embalados em pacotes
e armazenados por um a trés meses até que sao entregues aos comerciantes. Além
da operacao de secagem, o armazenamento € outra critica, um ponto de controle
e o controle da temperatura de armazenamento e a umidade é imprescindivel para
evitar danos ao tempero (SCHWEIGGERT et al., 2007).

As pimentas sdo plantas utilizadas na alimentacdo, que produzem
sensacgles picantes e de calor devido aos seus componentes quimicos. Ha dois
géneros de pimentas mais conhecidos, o Piper e o Capsicum (SEMEDO et al.,
2004; BOMTEMPO,2007).

O género Piper é 0 mais antigo, pertencente a familia das piperaceae, tendo
como a mais conhecida a pimenta-do-reino (Piper nigrum), como é conhecida no
Brasil e seu principio ativo € a piperina, responsavel pelo sabor picante
(BOMTEMPO, 2007; FERREIRA, 2018). A Figura 11, demonstra a formula

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

O género Capsicum possui cerca de 30 espécies que pertencem a familia
das solanaceas e seu principal ativo é a capsaicina (Figura 12), cuja importancia é
o fato de ndo se modificar com calor, alcool, vinagre ou 6leo, mantendo assim o
sabor picante e aroma natural (SEMEDO et al., 2004; BONTEMPO, 2007; REYES-
ESCOGIDO et al., 2011; LUN et al., 2017)).

0
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Figura 12. Estrutura molecular da capsaicina.
Fonte: Adaptado de Semedo et al. (2004).

S&ao esses capsaicindides, que sao produzidos nas células epidérmicas da
placenta dos frutos, que conferem as bagas de tais plantas a pungéncia, um atributo
relacionado ao grande numero de usos humanos, entre eles o condimentar, o
repelente, o ritual e 0 medicinal (REYES-ESCOGIDO et al., 2011; BAE et al., 2012;
LUN et al., 2017).

Segundo Barchenger e Bosland (2016), o género Capsicum apresenta
grande diversidade de forma, tamanho e cor dos frutos, além de possuir uma
variedade morfolégica, agrupando as pimentas em espécies como: C. annuum, C.

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

2.3.1 Producao e Consumo de pimentas Capsicum no Brasil

No Brasil os principais produtores das pimentas Capsicum sao cultivadas
nos estados do Rio Grande do Sul, Roraima, Goias, Minas Gerais e Ceara,

conforme demonstrado na Tabela 5.
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Tabela 5 — Informacdes sobre espacamentos, época de plantio e ciclo dos principais tipos de

pimentas em diferentes regides do pais.

. ) . Espacame  Estande (n°da Epocada Ciclo da
Regiéo Tipo de Pimenta
nto (mxm) semeadura) semeadura cultura
Sao Paulo Dedo-de-Moca 1,50 x 1,00 6.500 Dez a Jan 12 meses
Pimenta de cheiro
Goias e DF Bode 1,20 x 0,80 10.400 Nov a Jan 12 meses
Cumari do Para
Malagueta 1,50 x 1,00 6.500 Nov a Jan 12 meses
Cataldao -GO Jalapefio 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-Moca 0,80 x0,50 12.500 Agosto 8 meses
Ceara Tabasco

Fonte: Adaptado de Reifschneider, 2000.

Assim, o cultivo segue o modelo de agricultura familiar e de integracdo de
pequeno agricultor e a industria. Os estados da regido Sul sdo provavelmente os
gue menos consomem pimentas in natura no Pais, havendo uma preferéncia pelas
formas processadas, como molhos, conservas e pimentas desidratadas (DO REGO
et al., 2016).

Na regido Sudeste consome-se principalmente a pimenta doce do tipo
americana, pimenta cambuci, malagueta e cumari vermelha. Na regido Nordeste,
predominam as pimentas malagueta e pimenta de cheiro. Na regido Norte, as
pimentas mais apreciadas sdo a murupi, cumari do Para e a pimenta de cheiro, na
regido Centro-Oeste, tradicionalmente sdo cultivadas e consumidas pimentas bode,
malagueta, cumari do Para, dedo de moca e mais recentemente pimenta de cheiro,
anteriormente proveniente do Para e atualmente ja cultivada em Goids (EMBRAPA,
2020).

As pimentas do género Capsicum no ramo das exportacbes sdo as mais
comercializadas pelo mundo, segundo dados da Food and Agriculture
Organization. No Brasil, entre os anos de 2010 e 2014 a producao destes produtos
responderam por aproximadamente 3.500 toneladas anuais. Em relagdo ao
consumo mundial destas pimentas, as informag¢des supdem 1,11 (g per capita/dia)
no mesmo periodo (FAO, 2017).
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Logo as pimentas que sdo mais consumidas no Brasil e no Mundo se
destacam por marcarem presenc¢a na gastronomia, além de trazer beneficios para
a saude. A seguir algumas das espécies que sdo bastante consumidas
mundialmente.

e Pimenta Caiena € uma espécie Capsicum baccatum, uma variante da
pimenta malagueta, conhecida como dedo-de-moca ou chifre-de-veado, é
caracterizada por frutos de maiores dimensdes e coloragdo mais intensa
como demonstrado na Figura 13. Em sua composi¢ao possui uma mistura
de pimentas vermelhas secas (malagueta, dedo-de-moca, chifre-de-veado)
(BONTEMPO, 2007). Além de se destaca por possuir uma concentracao
maior de capsaicina, 0 que ocasiona mais ardéncia (CARVALHO et al.,

2009).

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

e Paprica € um produto obtido a partir de frutas desidratas e moidas de certas
variedades de pimentdo vermelho relacionado a espécie Capsicum annum
(CARVALHO et al., 2006), conforme a Figura 14. E obtida a partir de
pimentdes secos, por fumaca (fogo de carvalho ou azinheira), podendo
também ser secas ao ar quente ou ao sol. A desidratacao as frutas é obtida
com um sistema de defumacgéo, com trés caracteristicas fundamentais:
sabor, estabilidade de cor e aroma (MONAGO-MARANA et al., 2016).
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Figura 14. Paprica Defumada.
Fonte: Embrapa, (2006)

e Pimenta Calabresa, ndo é uma espécie de pimenta mas apenas uma
pimenta desidratada que se comercializa na forma de flocos com sementes
ou em po6. No Brasil, utilizam-se as sementes da pimenta dedo-de-moca

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

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

e Pimenta siria, ndo € considerada uma pimenta, mas sim uma mistura de
especiarias (pimenta-da-Jamaica, pimenta-do-reino, canela, cravo-da-india
e noz-moscada) (BONTEMPO, 2007).

Pimenta da Cravo da india Cane.la em Nozmoscada Pimenta Siria
Jamaica em po em po 5 em po

em po
P P + ‘ * ‘+

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

Pimenta do Reino

e Merken, é uma mistura de pimentas da espécie (Capsicum van.lungun), sao

produzidas artesanalmente, consiste em expor os alimentos a fumacga de
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fogbes ou braseiros, onde se queima a lenha para desidratar os frutos, é
esse contato com a fumaca que vai conferir a cor e sabor (ARCE e CHARAO-
MARQUES, 2019).

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

2.4. VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA

O desenvolvimento de um método analitico, seja sua adaptacdo ou
otimizacao, envolve um processo de avaliagdo que estime sua eficiéncia na rotina
do laboratério (BRITO et al., 2003).

De acordo com a horma NBR ISO/IEC 17025 (ABNT, 2001), para validar um
meétodo é preciso confirmar, por exame e fornecimento de evidéncia objetiva, que
0s requisitos especificos para um determinado uso pretendido seja atendido, ou
seja, a validacdo de metodologias analiticas € o primeiro passo para a garantia da
gualidade em um laboratério.

A garantia da qualidade analitica € uma medida completa que o laboratorio
deve garantir para obter dados de alta qualidade. Além do uso de métodos de
verificagdo e/ou padronizagdo, outras medidas devem ser seguidas tais como
procedimentos de controle da qualidade interno eficazes como por exemplo (uso
de materiais de referéncia, calibracdo de equipamentos, controle de documentos,
entre outros) (BURIN et al., 2008).

Assim a validacdo de métodos analiticos se caracteriza com diversos
parametros, ou figuras de mérito. Analisados em conjunto, os resultados desses
parametros sao capazes de demonstrar se o método analitico proposto € adequado
para solucionar o problema analitico (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
presenca de outros componentes na matriz. J& a seletividade consiste na
capacidade do método analitico de identificar ou quantificar o analito de interesse,
inequivocamente, na presenca 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 néo fortificadas

contendo possiveis interferéncias com solucbes de amostras padrao.

2.4.2. Funcéo de resposta

O gréfico de analise deve fornecer dados estatisticos sobre o ponto de
interseccdo, a equacdo de regressdo linear, correlagdo ou coeficiente de
determinacdo e a concentragdo estimada do calibrador de solugdo padréo.
Portanto, é necessario usar um numero suficiente de solucdes padrdes para definir
completamente a relacdo entre a concentracdo e a resposta. Pelo menos cinco
valores de concentracdo dentro de um intervalo definido podem ser usados para
construir um gréfico de anélise (BRITO, et al., 2003; GIUDICE, 2016), conforme a
Equacéo 1, onde B corresponde a média das medidas do branco, S a sensibilidade

do método e x a concentragdo do analito na amostra.
F(x) =B+ Sx (Eq 1)
2.4.3. Linearidade e faixa de trabalho

De acordo com a resolucdo (RDC/166/2017) a linearidade de um método é
demonstrada por sua capacidade de obter respostas analiticas diretamente
proporcionais a concentracdo de um analito em uma amostra.

Este parédmetro pode ser comprovado analisando o coeficiente de
correlagdo, que nao deve ser estaticamente diferente de 1(avaliado pelo teste ‘t’
Student) e observar que a inclinagdo da reta seja diferente de zero. Portanto,
espera-se gque o coeficiente angular obtido seja estatisticamente diferente de zero
e o coeficiente de correlagdo seja estatisticamente igual a um, dessa forma, é

possivel determinar em um primeiro momento que os resultados obtidos se
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direcionam a uma resposta linear e a partir dai, determinar o melhor modelo a ser
utilizado (BRITO et al., 2003; GIUDICE, 20186).

2.4.4. Sensibilidade

A sensibilidade é definida como a razéo entre a inclinacédo da curva analitica
e o desvio padrdo do sinal analitico em uma determinada concentracdo. Esse
parametro leva em consideracdo o ruido presente nos sinais de resposta
(GIUDICE, 2016), expresso na Equacéao 2, onde S é a sensibilidade, dx € a variacao
da resposta e dy a variacdo da concentracao.

__dx

S =
dy

(Eq. 2)
Em métodos sensiveis, pequenas diferencas na concentracao de alto analito

podem causar grandes diferencas no valor do sinal de analise medido. Este padrao

indica a capacidade do procedimento analitico gerar um valor da propriedade

monitorada ou medida, causada por pequeno incremento na concentracao ou
guantidade do analito (BRITO et al., 2003, BURIN et al., 2008).

2.4.5. Exatidao

Segundo Skoog et al. (2008), a exatidao é a concordancia entre a média do
valor observado ou estimado e o valor tedrico tido como verdadeiro ou como
referéncia, podendo expressar em erro absoluto ou erro relativo. Ela deve ser
expressa pela relacdo percentual de recuperacdo do analito de concentracdo
conhecida e a concentracdo tedrica correspondente conforme a seguinte Equacao
3 (RDC166/2017).

Rec % [valor obtido—valor real]
0 =

x100 (Eq.3)

Valor real

O teste de recuperacdo usado para avaliar a exatiddo do método de andlise
€ 0 modelo mais comum usado para verificar o processo de analitos. Isso ocorre
uma vez que a taxa de recuperacéo reflete a relacéo entre a quantidade de analito
recuperada no processo e a quantidade real na amostra (BRITO et al., 2003). A
exatiddo é expressa como um erro percentual do sistema inerente ao processo.
Devido a baixa taxa de recuperacao do extrato, a medic&o imprecisa do volume do
material ou a perda de material causada pelas substancias interferentes na

amostra, podem causar erros sistematicos (BURIN et al., 2008).
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Os modelos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método analitico
sdo: materiais de referéncia certificados, comparacdo de métodos, ensaios de
recuperacéo e adicdo de padrao (VALDERRAMA et al., 2009).

A Association of Official Analytical Chemists (AOAC) sugeriu valores de
recuperacdo para o analito em estudo, os valores estdo demonstrados na Tabela
6. Esses valores sdo estimados considerando-se que analises de elementos
majoritarios costumam apresentar erros sistematicos relativos muito inferiores

agueles obtidos para analitos em concentracfes muito pequenas.

Tabela 6. Recuperacado do analito em funcdo da concentracgéo.

Concentracédo do analito em (%) Intervalo de recuperacédo aceito (%)
=10 98 — 102
=1 97 — 103
=0,1 95 - 105
=0,01 90 - 107
=2 0.01- 20,0001 80 - 110
= 0,00001 60 — 115
= 0,0000001 40-120

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

2.4.6. Precisao

A preciséo consiste em avaliar a proximidade entre os resultados obtidos por
meio de ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método analitico
a ser validado. Podendo ser expressa pelo desvio (S) padrao e pelo coeficiente de

variacdo (CV), conforme demonstrado na equacao 4 (RDC166/2017).
CV% = %x 100 (Eq.4)

A precisdo pode ser denominada por repetibilidade, quando se avalia o
método com condicdes fixas e em curto intervalo de tempo, por precisdo
intermediaria, quando se promove alguma alteracéo intralaboratorial, como, por
exemplo, experimentos realizados por diferentes analistas e reprodutibilidade que

atesta a precisdo em ensaios interlaboratoriais. (VALDERRAMA et al., 2009).

42



2.4.7. Limite de Deteccéao (LD)

O limite de detecc¢éo (LD) é obtido pela menor quantidade do analito presente
em uma amostra que pode ser detectado, porém nao necessariamente
guantificado, sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas (BRITO et al., 2009;
RDC 166/2017).

O LD pode ser calculado por métodos visuais pela relagdo do sinal-ruido.
Para o método que usa a curva analitica, ele pode ser definido como a
concentracdo analitica que responde a um determinado fator de confianca superior
ao desvio padréao (BURIN et al., 2008; VALDERRAMA et al., 2009).

Para determinacéo da raz&o sinal/ruido se realiza a comparacao dos sinais
medidos da amostra com baixas concentracdes conhecidas do analito com as do
branco, estabelecendo-se a concentracdo minima, na qual o analito pode ser
detectado. Considera-se aceitavel a raz&o do sinal/ruido com o valor 3 para estimar
o limite de deteccéo (BRITO et al., 2003).

Pode ser expresso pela seguinte equacado 5, onde s corresponde ao desvio
padrdo da resposta, S o coeficiente angular do grafico de calibracéo (sensibilidade
do método (IUPAC, 2002).

LD = — (Eq. 5)

2.4.8. Limite de Quantificacéo (LQ)

O limite de quantificacdo (LQ) € a quantidade minima de analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob
condi¢cBes experimentais. Pode ser estimado por meio do sinal/ruido, desvio padréo
e por processos estatisticos através da curva de calibracao (BRITO et al., 2003;
GIUDICE, 2016.

O procedimento do sinal/ruido, determina a comparacao dos sinais medidos
da amostra com baixas concentra¢cdes conhecidas do analito com as do branco,
onde estabelece uma concentragdo minima na qual o analito pode ser identificado
e quantificado com precisao e exatidao. Sua razdo comumente aceita € 10:1 e pode
ser expresso pela seguinte equacao 6, onde s corresponde ao desvio padrao da
resposta, S o coeficiente angular do grafico de calibracao (sensibilidade do método)
(BRITO et al., 2003; BURIN et al., 2008).
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__10xs

LQ (Eq.6)

2.4.9. Robustez

E a capacidade do método de nio ser afetado por variagdes de
determinados fatores a que o método pode estar sujeito como, por exemplo,
temperatura, umidade e analista. O método é dito robusto quando ndo é afetado
por essas pequenas variacoes (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 sdo aplicados experimentos estatisticos que
examinam, simultaneamente, os efeitos de alteracdes em diferentes variaveis do
método (RDC166/2017).

No caso de métodos cromatograficos, as variacdes 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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ANEXO 1: DETERMINACAO DE HPAs EM PREPARACOES COMERCIAIS COM
BASE EM PIMENTA
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Pode-se observar que os parametros obtidos para o método quantitativo
(erro relativo, coeficiente de correlacdo e desvio padréao relativo) nos mostraram
gue o meétodo cromatografico em modo SIM é exato e preciso, com limites de
deteccdo e quantificacdo adequados e sensibilidade e seletividade também
adequadas, visto que, 0s compostos em sua maioria apresentaram boa resolucao
e separacao dos demais compostos presentes na matriz, o que fornece seguranca
na determinacao dos mesmos.

Ao realizarmos a comparagdo dos métodos de clean-up, selecionamos o
método 2 que utiliza apenas silica como adsorvente, por ser mais econémico e
ambientalmente amigavel pois consome menos solventes organicos, portanto
menos reagentes.

Ao avaliarmos o método como um todo (extragéo, clean-up, e determinacéo
cromatografica em modo SIM) também foi caracterizado como preciso e exato com
niveis de recuperacdo, com base nos HPAs deuterados, aceitos pelos 6rgaos
ambientais como as recomendacdes da Unido Europeia e do INMETRO.

A aplicacdo da metodologia nas amostras de pimentas, permitiu a
identificacdo e a determinacdo de indices elevados de HPAs encontrados que
podem estar atribuidos, principalmente, ao seu processo de producdo com altos
niveis de temperaturas no processo de secagem e defumacao.

Dessa maneira, a metodologia usada constitui-se como uma alternativa
simples e adequada para o estudo e determinacdo de HPAs presentes em
amostras de preparacdes comerciais com base em pimentas.

O estudo cromatografico das demais fracdes pode trazer informacdes
adicionais como caracterizacdo fitoquimica dos produtos comerciais a base de

pimentas.
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Determinag¢dao de HPAs em preparagdes comerciais com base em pimenta

Resumo

Este estudo avalia a presenca e os niveis de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs)
em amostras comercias de pimentas, usando extragao sob ultrassom acompanhada de etapas de
cleanup e determinagdo por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Foram
avaliados os 16 HPAs listados como contaminantes ambientais prioritarios pela United States
Environmental Protection Agency e utilizados como pardmetros a soma de Benzo(a)Antraceno,
Criseno, Benzo(b)Fluoranteno e Benzo(a)Pireno os HPAs4 indicadores usados pela Agéncia
Europeia de Seguranca Alimentar para a presenca 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 majoritarios o Fenantreno, seguido
pelo Criseno, Benzo(a)Antraceno, Acenaftileno e por ultimo o Fluoreno. As concentracées de HPAs
4 variaram de 92,2 ug Kg™'+ 1,9% a 2989,6 ug Kg* + 14,9% nas amostras de pimentas. A soma dos
HPAs prioritdrios nas amostras comerciais de pimenta variou de 1626,6ug Kg'+ 4,5% e 34640,1 ug
Kg?+17,5%. As concentracbes de HPAs nas amostras de pimentas ultrapassaram os valores
permitidos pelo érgao de controle em alimentos, resultando em niveis que podem causar danos a
saude.

Palavras-chave: Contaminantes ambientais, Especiarias, Seguranca 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 (PAHSs) 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 PAHSs 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 ug kg™+1.9% to 1858.3 ug kg
1+14.9% in the pepper samples. The sum of the priority PAHs in the commercial pepper samples
ranged from 1626.6 pg kg+4.5% to 34640.1 pg kg'+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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Introdugao

Os hidrocarbonetos estdo listados como alguns dos principais contaminantes ambientais,
pois sdo gerados facilmente a partir de fontes naturais e por diferentes atividades antrépicas,
apresentando grande dispersdo ambiental (HARTZELL et al., 2018).

Dentre eles, os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) apresentam alta toxicidade
a biota devido seu potencial carcinogénico e mutagénico (GARCIA et al., 2014).

Os HPAs sdao moléculas diversificadas com mais de cem compostos organicos, constituidos
apenas de carbono e hidrogénio, formados por dois ou mais anéis aromaticos condensados, cada
qgual contendo cinco ou seis atomos de carbonos (BUDZINKI et al., 2004). A grande parte da
formacao destes compostos se da pela combustdo incompleta de compostos organicos e estdo
presentes na queima incompleta de dleos, petréleo e seus derivados, nos escapamentos de
veiculos, na fumaca de cigarros e assemelhados, na calefagdo, na queima de carvao ou madeira, na
incineracdo de rejeitos, entre outros (NETO et al., 2000; HARTZELL et al., 2018). Apds formacao, os
HPAs, distribuem-se nos compartimentos ambientais em proporcdes que dependem de suas
propriedades fisico-quimicas e das caracteristicas 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 estdo os 16 HPAs listados
pela United States Environmental Protection Agency (USEPA) como contaminantes prioritarios e

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

(A) [ ] o (B)
- \
Naftaleno Acenaftileno Acenafteno Fluoreno
Benz[ajantraceno Criseno
N (l
[
Fenantreno Antraceno Fluoranteno i
Plreno Benzo[a]pireno Benzo[bJfluoranteno
| (©) (I [
| | ) |
Benz[ajantraceno Criseno Benzo[blfluoranteno Benzolk]fluoranteno Benzo[bjfluoranteno Benzolk]fluoranteno
\ | ' ‘ \ ( |
I , i J
Benzo[alpireno  Indeno[123cdpireno Dibenzahjantraceno Benzo[ghijperileno Indeno[123cdpireno Benzo[ghilperileno

Figura 1: (A) Estruturas moleculares dos 16 HPAs contidos na lista de contaminantes prioritarios 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 organizag¢des internacionais como World Health Organization (WHO),
Food and Agriculture Organization (FAO) e International Agency for Research on Cancer (IARC) pelo
potencial carcinogénico. Os 13 desses compostos em evidéncia, sdo: 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 exposicdo ocupacional a misturas contendo HPAs estd associada a diversos tipos
de cancer como: os de pulmao, pele, bexiga, entre outros (INCA, 2018).

Sendo uma classe com centenas de compostos e imprescindivel seu monitoramento, a
Contaminants in the Food Chain (CONTAM) juntamente com a European Food Safety Authority
(EFSA) atribuiram como indicadores dos niveis 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 sdo uma das maiores fontes de exposi¢do humana aos HPAs (LIN et
al., 2005; ROZENTALE et al., 2017; BERTINETTI et al., 2017; SILVA et al., 2020).

A ocorréncia de contaminacdo em alimentos por HPAs provém de diferentes formas,
incluindo o contato com a agua, ar e/ou solo poluidos e pelo processamento de alimentos,
principalmente os que apresentam elevadas temperaturas (secagem, defumacgdo, tostagem,
grelhagem) (CHUNG et al.,, 2011; JUHURUL et al., 2013). A presenca e as concentragfes destes
compostos estao relacionadas também com suas caracteristicas fisico-quimicas como elevada
lipofilicidade, a mesma propriedade que determina sua absorg¢ao, distribuicao e bioacumulagao no
organismo humano (CARUSO e ALABURDA, 2008; PURCARO et al., 2012; KUHN et al., 2020).

As especiarias, incluindo os diversos tipos de pimentas, vém sendo usadas para atribuir
sabor, cor, aroma e preservagao para alimentos e bebidas. Elas servem de ingredientes para
alimentos processados, produtos a base de carne, laticinios e produtos de panificacdo e maioria
dos produtos culinarios (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 producdo, presenca de corantes e outros aditivos alimentares, sendo
muitos desses proibidos. Os principais grupos quimicos presentes em especiarias e que apresentam
riscos a salde, compreendem micotoxinas, residuo de pesticidas, metais pesados, contaminantes
organicos 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 Agropecuaria (EMBRAPA), ndo existe uma
estimativa exata da produgao de pimenta no pais, mas acredita-se que sao aproximadamente 5 mil
hectares de area cultivada por ano, gerando uma producdo de 75 mil toneladas de especiarias. A
grande parte da producdo é cultivada por pequenos agricultores de diversas regides brasileiras. Na
regidao Sudeste consome-se principalmente a pimenta doce do tipo americana, pimenta Cambuci,
malagueta e cumari vermelha. Na regido Nordeste, predominam as pimentas malagueta e pimenta
de cheiro. Na regido Norte, as pimentas mais apreciadas sdo a murupi, cumari do Para e a pimenta
de cheiro, e na regido Centro-Oeste, tradicionalmente sdo cultivadas e consumidas pimentas bode,
malagueta, cumari do Para, dedo de moga e mais recentemente pimenta de cheiro, anteriormente
importada do Pard e atualmente ja cultivada em Goias (EMBRAPA, 2020). Existem poucos
resultados sobre estudos de contaminacdo de HPAs em pimentas. Pela base de dados Scopus

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

assunto.

Considerando o grau de toxicidade desses compostos e a necessidade de avaliar o seu
aporte a dieta local por meio do consumo de pimentas, o objetivo deste estudo foi determinar a
presenca e niveis de HPAs em amostras comerciais de pimenta por Cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (do inglés 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-Paprica Picante Defumada (Capsicum annuum);
AP3-Pimenta Siria; AP4-Pimenta Calabresa (Capsicum baccatum) e AP5-Pimenta Caiena em Po
(Capsicum frutescens), adquiridas em locais comerciais aleatdrios no periodo de novembro de 2018
a janeiro de 2019. Apds a aquisicdo, as amostras foram armazenadas em recipientes de vidro
(transparente) previamente descontaminados e colocados no dessecador.

A descontaminacdo feita com solugdo Extran (MAO2 — Neutro, MERCK®) e dgua corrente
(torneira), lavados com agua destilada e posteriormente com agua deionizada; apds os recipientes
foram levados a estufa a 105°C por 2 horas e, por fim, lavados com 1 mL (1:1 v/v) da solucdo de

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

70


http://www.scopus.com/

As determinac¢des de umidade e concentracdao de HPAs nas amostras foram realizadas em
triplicata.
Solventes e reagentes

A determinacdo dos HPAs se deu por meio do uso de duas misturas padrdo (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' 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 adquirido da Supelco (Sulpeco park, Bellefonte, PA,
EUA). Os solventes e reagentes usados para extracdo e cleanup por cromatografia liquida
preparativa em coluna com: hexano, diclorometano, acetona, sulfato de sddio anidro, neutral
alumina (type 507, 70-290 mesh ASTM), e silica gel (70-230 mesh ASTM) adquiridos da Merck
Chemical Industries. Toda a 4gua ultrapura utilizada no estudo foi produzida com auxilio de um

sistema de purificagcdo de dgua Milli-Q (Millipore Co.).

Determinacdo de umidade

Como caracterizagdo 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 desidratacao.
A umidade foi calculada por diferenca de peso e expressa em porcentagem (AOAC, 2002), conforme

Equacdo 1 onde m; corresponde a massa inicial e ms a massa final.

Umidade(%) = &1 100 (Eq. 1)

Extragao de HPAs em preparagdes comerciais com base em pimenta
A extracdo de HPAs das amostras foi fundamentada na técnica de Lin et al. (2005), utilizada
para analises em chds. As amostras (+ 2,0 g) foram adicionadas a 30,0 mL de solugdo de
hexano/acetona (94:6, v/v) e sonificadas (frequéncia de 40 kHz) em um banho termostatizado a
30°C (USC 4800A Unique) por 15 minutos. O extrato foi levado a filtragdo simples e a fase liquida
levada a rota-evaporagao para remogdo dos solventes.
Para avaliar o desempenho da extragdo, uma massa de 2,0 g (amostra AP1) foi fortificada

com 20 pg kg! da mistura MP2 (Fenantreno — D10, Chrysene — D12, Perylene — D12).

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

Para a pré-concentracdo 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 Na;SO,
anidro ativado, 3,2 g de silica gel 60 (70-230 mesh ASTM) 5% desativada, 1,8 g de alumina
desativada a 2% e 1,0 g de Na,SO, anidro. O extrato foi aplicado na coluna e eluido com 20,0 mL de

hexano para a fracdo F1(alifatico), 20,0 mL de uma mistura de diclorometano/hexano (1:5, v/v)

71



seguidos de 20,0 mL de uma mistura de diclorometano/hexano (1:1, v/v) que gerou a fracdo 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 silica gel 60 (malha 70-230 ASTM), desativada com 15% de dgua e 2,0 g de
Na,SO, anidro. O extrato foi aplicado na coluna e eluido com 5,0 mL de hexano para a fracao F1
(alifatico) e 25,0 mL de diclorometano/hexano (1:4, v/v) para a fracdo 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.

Anilise Cromatografica GC/MS

Os volumes das fragdes F1 e F2 foram recompostos para 1,0 mL com diclorometano, sob
uma suave corrente de nitrogénio gasoso de pureza 99,90% e submetidos a determinagdo por
cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro de massas.

A aliquota de 1 pL de cada extrato (em triplicata) foi injetada automaticamente em modo
splitless em cromatdgrafo gasoso acoplado ao espectrémetro de massas (GC/MS — QP2010 Ultra
Shimadzu), sendo equipado com auto amostrador AOC-20i Shimadzu. As condi¢Oes
cromatograficas sdo mostradas na Tabela 1. A quantificacdo dos HPAs foi realizada em modo SIM
(single ion monitoring). A identificagdo dos compostos foi baseada no tempo de retencdo de cada

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

Tabela 1: CondicGes cromatograficas para a determinacdo de HPAs.

Parametro Especificagdo

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

Modo de Injecdo Splitless

Temperatura do injetor 280°C

Temperatura da interface 200°C

lonizagao Elétron-Impacto (El) em 70 Ev

Gas de transporte/fluxo Hélio (99,999%) 1,0 mL mint)

Temperatura do forno (F2) Temperatura inicial 60°C (5 min),8°C/min, 200°C
5°C /min, 300°C(20min).

fons Monitorados (modo SIM) m/z: 128, 152, 154, 166, 178, 202, 228, 252, 276,

HPAs 278

fons Monitorados (modo SIM) m/z: 188, 240, 264

HPAs Deuterados
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Otimiza¢ao do método cromatografico

Para otimizacdo do método cromatogréfico, foi utilizado padrdo de 5000 pg L?, contendo
os 16 HPAs estudados, onde foi cromatografado em modo SCAN para determinacdao da ordem de
saida através dos tempos de retencao e identificacdo dos principais ions no espectro de massas.

Para avaliacido do método cromatogréfico, foram construidas curvas de calibracao
preparadas a partir de padrdoes que compreendem 16 HPAs diluidos com diclorometano. Os
parametros analiticos analisados foram linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccdo (LD) e
limite de quantificagdo (LQ).

A linearidade foi avaliada por meio da construcdo de curva de calibracdo em faixas entre
25 a 5000 pg L dos padrdes, onde usou-se pelo menos seis pontos, construida pelo método dos
minimos quadrados e expresso como coeficiente de correlagdo linear. Para a determinacao de LD
e LQ, foram calculados com base na analise do sinal do branco considerando 3 vezes o desvio
padrdo para LD e 10 vezes o desvio padrdo para LQ e dividido pelo coeficiente angular das curvas
analiticas referente a cada analito (IUPAC, 1997).

Os estudos de precisdo do método cromatografico foram realizados a partir das medidas
obtidas para o padrdo de 50 pg L (n= 7), sendo avaliada por meio do desvio padrdo relativo
expresso % (ARDUIM et al., 2019).

A exatiddo foi avaliada por meio do erro relativo, sendo este a diferenca entre o valor

encontrado a partir das curvas analiticas para o padrdo de 500 pg L.

Controle de qualidade do método de extragao e cleanup selecionados

No controle de qualidade, foi avaliada a precisdo por meio do desvio padrdo relativo de
cada triplicata em relacdo aos 16 HPAs analisado nas amostras, e a exatidao e o efeito de matriz,
através dos ensaios de recupera¢do onde uma massa de 2,0 g (AP1) foi fortificada com 20 pg kg*
da mistura MP2 (Fenantreno — D10, Chrysene — D12, Perylene — D12). As recuperagGes foram
calculadas através da razao entre a quantidade determinada de HPAs deuterados e a quantidade
de HPAs adicionada, multiplicada por 100.

Os procedimentos realizados foram seguidos com andlise do branco para avaliar a potencial
interferéncia de contaminantes no ambiente de trabalho, limpeza da vidraria, bem como, oriundos

dos reagentes utilizados.
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Aplicagdo a amostras de pimenta
Apds a otimizacdo de todas as etapas, a metodologia foi aplicada nas amostras de pimentas.
A avaliacdo do nivel de contaminacao das amostras de pimenta foi realizada através da
concentracao total de HPAs, dos HPAs 4 e da concentracdo total dos HPAs de alta massa molecular,
como sdo especificados no Regulamento da Comissdo das Comunidades Europeias n° 835/2011

(EU, 2011) e pela German Society for Fat Science.

Resultados e Discussao
Otimizagdo do método GC/MS

Com base no estudo da mistura dos 16 HPAs em modo SCAN, foi possivel determinar a
ordem de saida de cada composto. A Figura 2 apresenta o cromatograma para a mistura padrao
contendo os HPAs prioritdrios, onde foram avaliados os tempos de retencdo e seus respectivos
espectros de massa. Nos detalhes da imagem do cromatograma (regiGes indicadas como A, B e C),
observa-se a identificacdo dos HPAs e a seguir a comparacgao entre o espectro de massas gerados a
partir dos padrdes e o espectro da biblioteca espectral NIST — 05 do equipamento. A identificacdo
usa a comparacao de espectros (com as bibliotecas NIST e WILEY).

Através dos espectros de massas, verifica-se que o ion molecular corresponde ao ion base
para os 16 HPAs. Assim, foram selecionados os ions com razdo massa/carga (m/z) 128, 152 154,
166, 178, 202, 228, 252, 276 e 278 para os HPAs, sendo estes utilizados para a quantificacdo dos

compostos por GC/MS em modo SIM.
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Figura 2. Cromatograma em modo SCAN, com os 16 HPAs prioritarios e detalhes com os ions selecionado

para o modo SIM ;(A) Identificacdo do picos: 1 (ion 128) Naftaleno ;2 (ion 152) Acenaftileno; 3 (ion 154)

Acenafteno; 4 (ion 166): Fluoreno; (B) picos: 5 e 6 (ion 178) Fenantreno e antraceno; 7 e 8 (ion 202):

Fluoranteno e Pireno; 9 e 10 (ion 228) Benzo(a)Antraceno e Criseno; (C) picos 11, 12 e 13 (ion 252):

Benzo(k)Fluoranteno, Benzo(b)Fluoranteno, e Benzo(a)Pireno; 14 e 16 (ion 276) Benzo(g,h,i)Perileno e):

Indeno(1,2,3cd)Pireno; e 15 (ion 278) Dibenzo(a,h)Antraceno; (D) Comparagdo entre os espectros de massa

obtido a partir do padrdo naftaleno (a) e o da biblioteca do equipamento (b).

Para o aumento da sensibilidade e a detec¢do no espectrémetro de massas, foi alterada

do modo SCAN para o modo SIM, empregando os ions m/z correspondente ao ion molecular e o

ion base de cada analito e ainda definindo as janelas de tempo para monitoramento dos ions.
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Figura 3: Cromatogramas apresentando as janelas de tempo de retengdo para os 16 HPAs

prioritarios.

(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 padr3o de 500 pg L, indicando
as janelas e ions selecionados: o0s picos relativos aos ions 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,

76



Benzo(b)Fluoranteno e Benzo(a)Pireno, 276 Benzo(g,h,i)Perileno e Indeno(1,2,3-cd)Pireno e 0 278

do Dibenzo(a,h)Antraceno. Os picos encontram-se resolvidos, ndo interferindo nas determinagdes

guantitativas, uma vez que estes sdo especificos de cada analito. Adicionalmente, o uso em modo

SIM realiza um cleanup eletrénico com o desaparecimento de alguns contaminantes quando

aplicado na determinacao dos HPAS nas amostras de pimenta, pois so registrard compostos que

apresentarem os ions selecionados. Estas condi¢des reunidas foram utilizadas para as demais

etapas do estudo

Validagao do Método Cromatografico

A Tabela 2 mostra as figuras de mérito para o método proposto de andlise de HPAs em

amostras de pimentas.

Tabela 2: Parametro de calibragdao do método quantitativo.

Y=aX+b ug Kg?t pg Lt

HPAs A b r LD/LQ LD/LQ RSD% ER%
Naf 320,39 39841 099  03/11 06/10 120 -6,8
Acl 243,86 43820 0998 04/13 4553 75 7,7
Ace 182,11 3499 0997 0,5/1,7 09/30 08 -0,5
Fl 168,82 -37619 0998  0,5/18 10/33 45 -3,6
Fen 225,76 -6200 099  04/14 07/24 137 1,6
Na 232,11 61899 0,996 0,4/1,3 0,7/2,4 18,3 5,9
Flu 194,55 20855 0998 04/L4 ggpe 58 -102
Pir 208,46 -32148 0998  04/14 07/24 7 -10,2
B(a)A 145,62 10144 0999 06/19 10/35 14 -8,1
ChR 144,57 -23845 0999  06/2,0 11/35 26 0,7
B(K)F 109,92 -12681 0,999  02/0,7 04/13 110 -4,1
B(b)F 111,60 -11603 0999 0,2/0,7 04/13 66 1,1
B(a)P 88,75 -8066 0999  03/09 05/16 104 2,3
BghiP 67,41 -23067 0997 0,5/15 08/27 156 119
DahA 74,89 -21620 0,999 04/1,4 07/25 169 118
IP 69,00 -17669 0,998  04/15 0,8/27 142 15,3

Y= aX+b (a - coeficiente angular; b - coeficiente linear); r - coeficiente correlagdo linear; LD - limite
detecgdo; LQ - limite de quantificagdo.

Pode-se observar que para as faixas de trabalho estudadas (25 a 5000 pg LY)para o

método apresentou uma resposta linear com coeficientes de correlagdo (r) variando entre 0,996

a 0,999. Estes valores situam-se acima do preconizado (>0,9) como adequado na validacdo e
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métodos quantitativos pelo INMETRO (2003). O método apresentou exatiddo e precisdo 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 aquela encontrada por outros autores em andlises de HPAs em matrizes
vegetais como Rozentale et al. (2017) e Sanches Filho et al. (2021) e adequado para método
cromatograficos 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 recupera¢do de 100% variaram de 0,2 — 0,6 pg kg e 0,7 — 2,0 pg kg?
respectivamente. Observa-se que os maiores valores referem-se a compostos que possuem menor
fator de resposta. Os valores obtidos estdo em uma faixa mais alta, que os encontrados por
Rozentale et al. (2017) em amostras de especiarias diversas, que apresentou variacdes de LDs de
0,04 a 0,09 pg kg™. Para o calculo dos limites de detec¢do nas amostras de pimenta, consideramos
a massa de aproximadamente (2,0 g), logo, massas maiores implicam em menores limites de
deteccdo e quantificagdo. O regulamento de n° 836/2011 (EU, 2011) da Comissdo das Comunidades
Europeias estabeleceu um limite de detec¢do (< 0,3 pg kg?) e de quantificacdo (< 0,9 pg kg?)
somente para andlise de benzo(a)pireno. Verificou-se que nesse estudo os limites de LD e LQ para
benzo(a)pireno esta de acordo com o limite exigido.

O coeficiente angular(a) reflete a sensibilidade do método analitico. Para os HPAs,
observou-se uma queda na sensibilidade com o aumento do peso molecular. Este comportamento
pode estar relacionado a reducdo do fator resposta (Figura 3d, 3e), que também prejudica a

exatiddo e precisdao dos métodos.

Resultados da comparac¢ao dos métodos de Cleanup

A Tabela 3 apresenta os niveis 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 niveis
mais altos de HPAs que o método 1, principalmente para os compostos mais leves, indicando que
0 método 2 recupera mais compostos. A perda maior no método 1 pode estar relacionada ao
volume maior de solvente na eluicdo da fracdo 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 precisao aceitavel
(inferiores a 20%) para a faixa de concentracdo de ug kg? (BRITO et al., 2003). Sendo assim, e
considerando ser mais econOmico e ambientalmente amigavel, pois consome menos solvente
organicos e menos reagentes, se utilizou o método 2 nos estudos de recuperagao e para analise das

demais amostras de pimentas.
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Tabela 3: Concentracdes de HPAs em pg kg e RSD% em base seca, determinados na comparacdo dos

métodos de cleanup para amostras AP1.

Método 1 Método 2

Compostos Média RSD Média RSD
ug kg™ % ug kg™ %

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 recuperacdo da amostra fortificada com

HPAs deuterados.

Tabela 4: O estudo de recuperacdo para amostras de AP (ug Kg ) + desvio padrao relativo (+

RSD%).

AP g Kg*
Valor Valor Recuperacgdo
HPAs Fortificado  Encontrado (%)
Phenanthrene D10 20,0 19,8+8,4 99,0
Chrysene D12 20,0 18,9+8,7 94,5
Perylene D12 20,0 18,949.0 98,8

Os valores descritos na Tabela 4 sdo equivalentes aos publicados por outros autores que ja

trabalharam com matrizes desta natureza. Rozentale et al. (2017) encontraram valores para
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recuperagdes na faixa de 72 a 107%, enquanto Hwang et al. (2019) de 91,4 a 103,1%. O RSD esta
de acordo com os dados apresentados na Tabela 3 e confirma a precisdao adequada do método.

Além disso, estes valores atendem as exigéncias do regulamento UE 836/2011 e do parecer
da EFSA em conjunto com o CONTAM, que estabelece limites de recuperacGes de 50 a 120% (EFSA,
2008).

Resultados em amostra de Pimentas
Na caracterizacado 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: Caracterizagdo 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 padrao relativo.
Amostras (AP1): pimenta merken; (AP2): pdprica picante defumada; (AP3): pimenta siria; (AP4): pimenta

calabresa moida; e (AP5): pimenta caiena em pé.

Em comparacdo com outros estudos, os valores entre 7,2 a 11,1% sao considerados
adequados, segundo a American Spice Trade Association (ASTA, 1999) que recomenda teor maximo
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 paprica.

A Tabela 6 apresenta o nivel 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 comparacgdo entre os cromatogramas em modo SCAN

e SIM com a identificagdo do HPAS na amostra AP1.
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Figura 4. Identificacdo dos HPAS encontrados na amostra AP1 comparagdao dos cromatogramas em
modo SIM e SCAN.

O SHPAs totais variaram de 1626,6 ug kg't 7,3% a 34640,1 pg kg't 17,5%. Essas
concentragoes estdo acima das encontradas por Londofio et al. (2015), que apresentaram SHPAs
entre 509,7 pg kg a 2746,5 pg kg, indicando que os niveis de HPAs encontrados neste trabalho
sao elevados. Os principais compostos em todas as amostras foi o Fenantreno, seguido pelo
Criseno, Benzo(a)Antraceno, Acenaftileno e por ultimo o Fluoreno. A maior presenga de HPAs de 3
a 4 anéis é atribuida aos altos teores oriundos de chamas do processo de defumagéo (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 ndo foram
guantificados em funcdo de interferéncia do éster metilico do acido linoleico e do éster etilico do
acido 9,12- octadecadienoico, que coeluem com este HPAs apresentando o fragmento m/z 202.
Situacdo foi confirmada através das analises das fragdes em modo SCAN. Somente na AP1 foram

detectados todos os 16 HPAs prioritarios indicados pela USEPA (1996).
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Tabela 6: ConcentragGes de HPAs em base seca, determinados nas amostras de pimenta.

Limites
HPAs AP (ug Kg' + RSD%) permitidos
Kg?
AP1 AP2 AP3 AP4 APS
Naf 224,9+2,4 23,815,9 498,6+11,3 66,717,7 320,5%£15,1
Acl 1473,7+11,8 24,9+13,9 191,4+16,2 18,416,2 70,7+7,9
Ace 371,316,0 49,9+12,9 219,4+17,7 126,6+18,2 136,714,3
Fl 1279,0+10,9 33,317,4 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 42,6111,3
Flu 6500,7+ 15,9 45,2+2,6 Interf 181,7+15,7 Interf
Pir 5490,1+14,5 75,2117,6 Interf 994,7+11,6 405,2+4,8
BaA 570,519,2 94,1+12,7 1949,5+13,0 Nd 251,7+4,8
ChR 998,8+15,8 64,418,3 501,919,1 21,7+20,0 116,2+0,8
BkF 133,6+16,5 Nd 548,019,4 Nd 156,7+22,2
BbF 126,4+17,5 Nd 379,117,2 Nd 197,8+19,9
BaP 162,5+18,0 Nd 159,0+18,0 129,645,3 143,1+16,4 0,03***
BghiP 204,619,3 655,5+17,0 1342,8+7,9 Nd 500,912,4
DahA 403,519,5 Nd 423,2+26,6 Nd Nd
IP 380,2%+2,9 448+5,5 659,815,1 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 2989,616,5 92,2119 719,1+4,1 35.0%*
BbF+BkF+BghiP+IP 844,819,3 1103,5+12,1 2197,418,8 Nc 1504,1+13,4 5.0%

*Limite estabelecido para somatdrio total de HPAs pela German Society for Fat Science;**Regulamento
835/2011/EC; ***European Union (88/388/ec). Interf: interferéncia. Nd: ndo detectado. Nc: ndo calculado.
Amostras (AP1): pimenta merken; (AP2): paprica picante defumada; (AP3): pimenta siria; (AP4): pimenta
calabresa moida; e (AP5): pimenta caiena em poé.

O nivel médio de YHPA4 encontrado nas amostras variam de 92,2 ug kg'+1,9% a 1858,3
ug kgt 14,9%. Outros estudos, como os realizados por Rozentale et al. (2017), mostraram
resultados a partir de 1,01 pg kg a 13,59 pg kg?. Observou-se, também, que as concentracdes
encontradas excedem os limites considerados seguros para SHPA4 definidos no regulamento
835/2011/EC que pré-estabelece o valor de 35 pg kg .

A German Society for Fat Science também considera como parametro 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 pg kg'. O somatdrio destes

compostos sé n3o foi determinado na AP4, variando nas demais amostras de 844,8 ug kg? a
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2197,4 ug kgt, estando acima do estabelecido pela norma.

Das amostras de pimentas (APs) analisadas, destacam-se as maiores concentragdes nas
pimentas AP1 e AP3. Esses resultados podem estar relacionados como resultante de seu processo
de producgdo antes de sua comercializagdo que apresenta um alto nivel de defumacdo, onde a
exposicdo direta as chamas, como no caso da pimenta merken (AP1) que é produzida
artesanalmente e envolve exposicao direta a fumaca de fogdes ou braseiros para desidratacdo e
defumacdo das pimentas (FASANO et al., 2016; ARCE e MAR, 2019). Ja a pimenta siria (AP3) possui
incremento de outras especiarias (pimenta do reino, pimenta-da-Jamaica, canela, cravo e noz-
moscada), previamente defumadas, o que leva a maiores indices 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 niveis mais baixos, mesmo
assim, considerando o total destes compostos, os niveis sdo altos quando comparados com o
regulamento de n° 835/2011 (EU, 2011; FASANO et al., 2016; MONAGO-MARANA et al., 2016;
HWANG et al., 2019).

O BaP detectado nas AP1, AP3, AP4 e AP5 também estd acima do estabelecido pela Unido
Europeia (European Union, EU), em uma de suas diretrizes (88/388/EC), que determina um limite
para presenca deste composto em alimentos defumados que é de 0,03 pg kg™.

Os resultados deste estudo estdo bem acima do permitido pelas normas de controle de
HPAs em alimentos, estando esses valores altos relacionados ao processo de producdo ao qual as
pimentas foram expostas.

Conclusao

Os resultados permitem concluir que o método de extragdo por ultrassom acompanhado
de pré-fracionamento em colunas de silica e analise por GC/MS foi adequado para o estudo e
determinacdo de HPAs presentes em amostras de preparacdes comerciais com base em pimenta
estudadas.

As determinagdes de HPAs em pimentas mostram niveis elevados atribuidos,
principalmente ao seu processo de produ¢do com altos niveis de temperaturas no processo de
secagem e defumagdo. Devido a esses processos, foram quantificados nas amostras
principalmente os compostos de menor peso molecular (2 a 4 anéis).

As concentragdes de HPAs nas amostras de pimentas estdo 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 importancia desse e de novos

estudos acerca da presenca de HPAs em alimentos condimentados.
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Figura 1. Comparacédo entre os espectros de massa a partir dos padrées dos HPAs (a) e o da
biblioteca do equipamento (b). Identificagdo do picos: 1 (ion 128) Naftaleno ;2 (ion 152) Acenatftileno;
3 (ion 154) Acenafteno; 4 (ion 166): Fluoreno; picos: 5 e 6 (ion 178) Fenantreno e antraceno; 7 e 8
(ion 202): Fluoranteno e Pireno; 9 e 10 (ion 228) Benzo(a)Antraceno e Criseno; picos 11, 12 e 13
(ion 252): Benzo(k)Fluoranteno, Benzo(b)Fluoranteno, e Benzo(a)Pireno; 14 e 16 (ion 276)
Benzo(g,h,i)Perileno e): Indeno(1,2,3cd)Pireno; e 15 (ion 278) Dibenzo(a,h)Antraceno;
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Normas da Revista RICA para o Artigo Apresentado no Anexo |
ESTRUTURA
Secao Artigos

Na secdo Artigos serdo publicados artigos originais ou de revisdo. Artigos originais
sdo agueles que apresentam temas e abordagem originais, enquanto artigos de
revisdo sao aqueles que melhoram ou atualizam significativamente as informacdes
de trabalhos anteriormente publicados. A estrutura do artigo, entre 10 e 20 laudas1,
deve conter os elementos pré-textuais, os textuais no formato IRMRDC (Introducéo,
Revisao, Metodologia, Resultados, Discussédo e Conclusdes) para trabalhos com
resultados de campo, ou IMDTC (Introducédo, Metodologia, Discussédo Teorica e
Conclus@es) para pesquisas de revisdo tedrica sem resultados de campo, e ainda
0s elementos pos-textuais, como segue:

Elementos pré-textuais: titulo, subtitulo (se houver), nome e biografia dos autores
(apenas no sistema, pois na fase de submissdo, devem ser excluidos do arquivo
em Word ou Open Office), resumo, palavras-chave (3 a 5), traducao para o inglés
do titulo, subtitulo, resumo (abstract) e palavras-chave (keywords);

Elementos textuais (IRMRDC) para pesquisas com resultado de campo:

Introducao: contextualizacdo historica, fundamentacdo e delimitacdo do assunto,
objetivos e justificativas;

Revisao tedrica: parte opcional que devera ser concisa e clara e pode ser dividida
em subsecdes ou capitulos;

Metodologia (ou materiais e métodos): elaborada de forma que permita a
replicabilidade da pesquisa;

Resultados: preferencialmente usando figuras, gréficos, tabelas, quadros, claros e
legiveis, para proporcionar posterior discussdo e comparacdo com outras
pesquisas;

Discussao: explicacdo ou comparacao dos resultados, no mesmo trabalho ou com
outras pesquisas semelhantes;

Conclusbes: opinido ou reflexdo pessoal sobre o assunto, bem como proposituras
de cunho cientifico.

O manuscrito deve ser iniciado com o Titulo, que deve ser conciso e informativo,
com no maximo 15 palavras, todo em mailsculas, negrito e centralizado. Os
subtitulos incluidos no texto devem ser em maidsculas, ndo numerados e alinhados
a esquerda. Ndo deverao ser colocados os dados dos autores para preservar o
sigilo da avaliacao por pares cegas.

Logo ap6s o Titulo, inserir o Resumo, que deve ter carater informativo,
apresentando as ideias mais importantes do trabalho, escrito em espagamento
simples, em um uUnico paragrafo que devera ter entre 200 e 400 palavras. Incluir,
ao final, de 03 (trés) até 05 (cinco) Palavras-chave. Na continuidade, o autor devera

104



traduzir para a lingua inglesa o Titulo, 0 Resumo e as Palavras-chave, nomeando
a traducéo para o inglés de Abstract e Keywords, respectivamente.

Nas Referéncias, as obras/autores devem ter sido citadas no texto do trabalho e
devem obedecer as dispostas no final deste documento, que foram constituidas
com base nas orientacdes da ABNT, bem como as orientagdes 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. Nao podem
existir referéncias sem as devidas citacdes, e vice-versa.

FORMATACAO

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 citacdes longas, legendas de figuras, tabelas e
referéncias, com ilustragdes em escala cinza. Todas as margens do manuscrito
(superior, inferior, esquerda e direita) devem ter 2,0 cm.

Os resumos, em qualquer uma das sec¢des, deverdo manter espagamento simples
em um unico paragrafo e alinhamento justificado. Contetdo e legendas de tabelas,
guadros e figuras devem estar em Calibri, tamanho 9.

Os manuscritos deverdo ter espacamento entre linhas de 1,5, contendo
espacamento entre paragrafos, e estes, em alinhamento justificado e com recuo
especial da primeira linha de 1,25. As notas de rodapé, as legendas de ilustracfes
e tabelas, e as citagOes textuais longas devem ser formatadas em espago simples
de entrelinhas.

As ilustracBes que compreendem tabelas, gréficos, desenhos, mapas e fotografias,
laminas, plantas, organogramas, fluxogramas, esquemas ou outros elementos
autbnomos aparecer sempre que possivel na prépria folha onde estd inserido o
texto a que se refere.

CITACOES

CitacBes sao informacdes extraidas de outra fonte, e podem ser classificadas em:
citacao direta (quando é feita a partir de uma transcricéo literal, ou seja, palavra por
palavra, de trecho do texto do autor da obra consultada); citacdo indireta (quando
sédo inseridas de forma nao-literal, ou seja, ideias pertencentes ao autor ou a
diversos autores); citacdo de citacdo (é aquela citacéo, direta ou indireta, de uma
obra original a que nédo se teve acesso, mas que se teve conhecimento por citacédo
existente em outra obra, desta vez com acesso efetivo).

REFERENCIAS

Entende-se por referéncias bibliograficas o conjunto de elementos que permitem a
identificacédo, no todo ou em parte, de documentos impressos ou registrados em
diversos tipos de materiais. As referéncias bibliograficas sdo 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, espago simples
entre linhas, e duplo entre as referéncias. Em nossa plataforma, e
consequentemente em todos os periddicos da mesma, as referéncias seguem as
orientacdes da ABNT.
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ATENCAO: as obras que tiverem registro internacional do tipo DOI da CrossRef
devem ter obrigatoriamente ao final 0 nimero de registro, como segue no exemplo
abaixo:

SILVA, C. E.; PINTO, J. B.; GOMES, L. J. Ecoturismo na Floresta Nacional do Ibura
como potencial fomento de sociedades sustentaveis. Revista Nordestina de
Ecoturismo, Aracaju, v.1, n.1, p.10-22, 2008. DOI: https://doi.org/10.6008/ESS198
3-8344.2008.001.0001.

ATENCAO: O “et al” s6 pode ser utilizado nas CITACOES e n&o nas
REFERENCIAS, onde deve constar obrigatoriamente o nome de todos os autores.
De forma genérica as referéncias devem ter os seguintes elementos: autor
(quem?); titulo (o que?); edicdo; local de publicacdo (onde?); editora; e data de
publicacdo da obra (quando?). Seguem orientacfes especificas para listagem de
referéncias de alguns tipos mais usuais de obras consultadas:

a) periodicos (artigos de revistas cientificas)

ARAUJO, P. C.; CRUZ, J. B; WOLF, S. M.; RIBEIRO, T. V. A. R.
Empreendedorismo e educacdo empreendedora: confrontacdo entre a teoria e a
pratica. Revista de Ciéncia da Administracdo, Florianopolis, v.8, n.15, p.45-67,
2006.

TAYRA, F.; RIBEIRO, H. Modelos de indicadores de sustentabilidade: sintese e
avaliacdo critica das principais experiéncias. Saude e Sociedade, Sdo Paulo, v.15,
n.1, p.84-95, 2006.

SILVA, C. E.; PINTO, J. B.; GOMES, L. J. Ecoturismo na Floresta Nacional do Ibura
como potencial fomento de sociedades sustentaveis. Revista Nordestina de
Ecoturismo, Aracaju, v.1, n.1, p.10-22, 2008.

b) livros

MARCONI; M. A.; LAKATOS, E. M. Técnicas de pesquisa: planejamento e
execucao de pesquisas, amostragens e técnicas de pesquisas, elaboracao, analise
e interpretacdo de dados. 6 ed. S&o Paulo: Atlas, 2007.

KAPLAN, R. S.; NORTON, D. P. A estratégia em acéao: balanced scorecard. 26 ed.
Rio de Janeiro: Elseiver, 1997.

QUIROGA, R. Indicadores de sostenibilidad ambiental y de desarrollo sostenible:
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