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RESUMO

A tradicdo na producao de queijo coalho se destaca devido a grande relevancia social,
econbmica e cultural no Brasil. Sua origem em grande parte esta ligada ao
processamento artesanal, onde ndo sdo utilizados controle e inovacdes tecnoldgicas
na producdo, ou mesmo, fiscalizacdo por agéncias sanitarias, contudo existe
atualmente, expressiva producdo de modo industrial. Esta fabricacdo industrial tem
permitido a difuséo popular do QC na regido Sudeste do Brasil, sendo observado pelo
consumo na forma de espeto preparado em churrasqueira, cujas formas de cozimento
distinguem-se pelo uso de diferentes tipos de combustiveis sendo o principal, carvao
vegetal. Esta forma de processamento pode eleva aos riscos de contaminacdo, na
gual a sociedade pode estar exposta devido ao consumo irregular destes queijos
contendo HPA. Dado este que ainda no Brasil sdo de menor divulgacao e impacto,
levando em consideracdo os efeitos carcinogénicos, mutagénicos e teratogénicos
causados por tais compostos. Com o intuito de investigar a contamindo e formacéo
de queijo de coalho (QC) amostras desse produto foram preparadas em
churrasqueiras em diferentes alturas (5, 15 e 20 cm). Estas foram trituradas e
pesadas, saponificadas, passaram por extracdes liquidas sucessivas, filtradas,
concentradas em rotaevaporador, ressuspensas em acetonitrila para posterior
evaporacao no evaporador em fluxo de nitrogénio. Feito isso, os concentrados foram
ressuspensos em diclorometano, filtrados e analisados por CG-EM. As concentracdes
encontradas de 16HPA variaram de 0,006 — 0,030 pg kg? (LQ), em um N=31
amostras, todas em duplicatas. O intervalo do limite de deteccéo (LD) foi estabelecido
experimentalmente entre 0,002 — 0,010 ug kgt. Nas amostras de queijo de coalho
assadas foram encontrados 16 HPA monitorados pela USEPA e os 8 HPA mais
toxicos, conforme alertado pela mesma autoridade sanitaria. De acordo com os
resultados encontrados, as concentracdes de HPA nas diferentes alturas variaram na
faixa de 78,1 a 833 ug kg™. A legislacéo brasileira referente aos aromatizantes/aromas
de fumacga em alimentos, aponta o valor de 0,03 ug kg™ para benzo(a) pireno. Pode-
se inferir que o valor encontrado neste estudo (h = 20 cm) é cerca de 4348 vezes
superior ao valor limite. O £ 4 HPA B (a) P, B (a) A, Cry, B (b) F) também alcancou
valores médios muito superiores (541,6 ug kg*) ao nivel maximo fixado para varios
produtos alimentares no regulamento europeu, onde o maior valor encontrado se
refere a moluscos bivalves (35 ug kg?). Parao < 8 HPA (B (a) P, B (a) A, Cry, B (b) F,
B (k) F, B (ghi) P, D (ah) A, IND) na (h=20 cm) foi observado 1079,08 ug kg*. Embora
nao existam ainda limites maximos estabelecidos para queijos (Brasil e Europa), estes
valores do ~ 4 HPA e Z 8 HPA sdo muito elevados e constitem risco grave para a
saude dos consumidores, conforme parametro observado pela OMS e EFSA. Os
valores de toxicidade foram calculados e este estudo mostra que a exposicdo humana
aos HPA no preparo e consumo do QC classifica-se em grave risco ou risco potencial
para causar cancer em humanos. O indice do risco de causar cancer, pela estimativa
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de consumo de QC ao longo da vida adulta foram constatados > 83 % paraB (a) P e
> 69 % para D (a,h) A, os compostos com maior indice de carcinogenicidade.

Palavras Chaves: Queijo de coalho. Hidrocarbonetos Policiclicos Arométicos.
Seguranca alimentar. Cromatografia em Fase Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM). Toxicidade.
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ABSTRACT

The tradition in the production of rennet cheese stands out due to the great social,
economic and cultural relevance, as well as the increase in the source of income and
generation of employment in certain regions of Brazil. Its origins are largely linked to
the processing of artisans, where technological innovations are not used in the
production of QC, or even inspection by sanitary agencies, however there is currently
a significant industrial production. This manufacturing industry has allowed the popular
diffusion of QC in the Southeast region of Brazil, being observed by consumption in
the form of skewer prepared in barbecue, whose forms of cooking are distinguished by
the use of different types of fuels being the main, charcoal. This form of processing
can raise the risks of contamination, in which the company may be exposed due to the
irregular consumption of these cheeses containing HPA. Given that still in Brazil are of
less dissemination and impact, taking into account the carcinogenic, mutagenic and
teratogenic effects caused by such compounds. In order to investigate the
contamination and formation of rennet cheese samples of this product were prepared
in grills at different heights (5, 15 and 20 cm). These were crushed and weighed,
saponified, passed through successive liquid extractions, filtered, concentrated in
rotavaporator, resuspended in acetonitrile for later evaporation in the evaporator in
nitrogen flow. After this, the concentrates were resuspended in dichloromethane,
filtered and analyzed by GC-MS. The concentrations of 16 HPA ranged from 0.006-
0.030 ug kg (LQ), in an N = 31 samples, all in duplicates. The detection limit range
(LD) was experimentally established between 0.002 - 0.010 pg kg*. In the samples of
roasted cheese, 16 PAHs were monitored by the USEPA and the 8 most toxic HPA,
as alerted by the same sanitary authority. According to the results found, HPA
concentrations at different heights ranged from 78,1 to 833 ug kg™. The Brazilian
legislation on flavorings / smoke flavorings in food, points the value of 0.03 ug kg™ to
benzo (a) pyrene. It can be inferred that the value found in this study (h = 20 cm) is
about 4348 times higher than the limit value. The 2 4 HPA (B (a) P, B (a) A, Cry, B (b)
F) also reached much higher average values (541,6 ug kg ') at the maximum level set
for various food products in the European Regulation , where the highest value found
refers to bivalve molluscs (35 ug kg ). ForZ 8 HPA (B (a) P, B (a) A, Cry, B (b)F, B
(k) F, B (ghi) P, D (ah) A, IND) at (h = 20 cm) 1079.08 ug kg ! was observed. Although
there are still no established ceilings for cheeses (Brazil and Europe), these values of
2 4 HPA and Z 8 HPA are very high and constitute a serious risk to the health of
consumers, according to the parameters observed by WHO and EFSA. Toxicity values
have been calculated and this study shows that human exposure to PAH in the
preparation and consumption of QC is classified as a serious risk or potential risk to
cause cancer in humans. The index of the risk of causing cancer by the estimation of
consumption of QC throughout the adult life was verified > 83 % for B (a) P and > 69
% for D (a h) A, the compounds with the highest carcinogenicity index.
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INTRODUCAO

No Brasil originalmente tanto a produgdo como o consumo de queijo de coalho
(QC) predominam na regiao nordeste. Ainda que o processamento deste produto nao
esteja definido, quanto ao resultado final, tanto no Nordeste como em outros estados
e sua fabricacdo seja também, o queijo de coalho processado industrialmente tem
alcancado de forma promissora o mercado consumidor.

A complexidade da tecnologia de producao do QC reside no envolvimento de
diversas etapas de transformacdes bioquimicas interligadas, além da conservacgéo do
QC como produto final, independente da sua fabricagéo ser artesanal ou industrial.

Apesar do processamento industrial do leite para obtencdo do QC estar em
construcao para que haja uma padronizacéo, a forma principal de producéo continua
sendo, em algumas regides do Brasil, a artesanal. Isto reflete na capacidade de
difusdo do produto ao mercado, sem parametros de qualidade estabelecidos e
monitorados, assim como na forma de consumo regional e cultural em determinado
nicho populacional.

Certas regides consomem o QC como um produto para degustacao, tanto cru
como cozido. Diversos grupos utilizam-no como alimento em refeicées principais. Ja
na regido sudeste e nordeste predominam a forma de consumo assado em
churrasqueira, usando em geral, como combustivel lasca de madeira e carvao vegetal.
Tal processo de combustdo pode acarretar em uma tendéncia e alta probabilidade a
intoxicacoes.

A Agéncia Internacional de Pesquisas em Cancer aponta indicio da exposicao
humana a compostos toxicos, relacionadas ao consumo de alimentos de origem
animal processados e cozidos na forma assada, grelhada, tostada ou defumada.
Compostos estes denominados hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), que
sdo gerados pela gueima incompleta de matéria organica, ou combustdo incompleta
de substancias quimicas (pirélise).

Buscando enfatizar a importancia da seguranca alimentar e saude publica, este
trabalho tem como objetivo determinar a concentracdo de HPA em amostras de QC

assadas em churrasqueiras, utilizando como combustivel, carvdo vegetal, e
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guantificar esses compostos através do uso da técnica de Cromatografia em Fase
Gasosa acoplado a Espectrometria de Massas (CG-EM).

No primeiro capitulo deste estudo, foram apresentados os aspectos teoricos
redigidos com base em uma revisao de literatura, apontando caracteristicas de
producdo, regulamentacdo, breve descricdo sobre o processamento tipico
(industrial/artesanal), inovacgdes e alternativas na producdo de QC, bem como do
consumo, que tem alcancado de forma promissora o mercado.

Foram expostos, também diversos contaminantes de alimentos incluindo os
HPA, caracterizados como poluentes organicos persistentes (POP), formados a partir
das atividades antropicas e ambientais. Verificou-se a importancia de se identificar e
guantificar substancias com tais caracteristicas que levam a prejuizos a saude a longo
prazo. Desta forma, abordaram-se os indicios da formacéo de HPA em certas matrizes
alimenticias, bem como a definicdo de processos de cozimento que possivelmente
poderiam originar tais compostos toxicos, carcinogénicos e mutagénicos. Estes
compostos sao gerados pela queima incompleta de matéria organica, ou combustao
incompleta de substancias quimicas (pirolise), constituidas principalmente de carbono
e hidrogénio, formando anéis aromaticos condensados ramificados ou nado. E por fim,
apresentaram-se as tendéncias mais frequentes e eficientes de analises quimicas
voltadas para a identificacdo de HPA presentes em alimentos processados ou néo.

No segundo capitulo formulou-se a justificava na qual o presente trabalho se
fundamenta e que permite o seu prosseguimento. E, no terceiro capitulo sao
apresentados o objetivo geral e os especificos deste estudo.

O quarto capitulo prosseguiu com a fase de preparo e escolha do material,
como solventes, reagentes e amostras de QC para iniciar 0s experimentos de preparo
e extracdo de HPA. E, posterior analise quimica, com a expectativa de determinar a
presenca e concentracdo de HPA nas amostras de QC. A fim de divulgar estes dados
a comunidade cientifica, em &mbito nacional e internacional, e de alertar a sociedade
brasileira, bem como agéncias reguladoras sobre a possibilidade dos riscos a saude.

No quinto capitulo, os resultados sédo apresentados e discutidos. E, finalmente

sdo apresentadas as conclusfes e recomendacdes para trabalhos futuros.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 REGULAMENTACAO E PRODUCAO DE QUEIJO DE COALHO

O QC tem sido originalmente consumido com maior predominancia na Regiao
Nordeste do Brasil, cujo processo de producédo néo esta definido e padronizado. Sabe-
se que o produto é resultado da coagulacdo do leite pasteurizado ou cru, e que
atualmente vem sendo substituido pelo uso do processamento do coalho industrial
(DE FREITAS FILHO, 2009; CAVALCANTE et al., 2007).

O Ministério da Agricultura, do Abastecimento e da Reforma Agraria, pela
Portaria n°146, de 7 de marco de 1996, atribuiu ao queijo identidade e qualidades
técnicas como, produto fresco ou maturado obtido por segregacéo parcial do soro do
leite ou leite constituido (integral, parcial ou totalmente desnatado), ou soros lacteos,
coagulados pela acao fisica do coalho, de enzimas, bactérias especificas, acidos
organicos, isolados ou combinados, apto a alimentacdo, com ou sem substancias
guimicas alimenticias, condimentos, aditivos especificos, compostos aromatizantes, e
materiais contaminantes (BRASIL, 1996).

A Instrucdo Normativa n° 30, de 26/06/01, Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), estabelece como QC, produto obtido pela coagulacdo do
leite, através do coalho ou por acdo enzimatica especifica, pela acdo de bactérias
lacteas de forma complementar ou ndo, cujas caracteristicas organolépticas e
aspectos fisicos podem apresentar-se, semiduro, elastico, de textura compacta, cor
uniforme, de paladar moderado, levemente acido, salgado, e casca fina, porém néo
definida (BRASIL, 2001).

Estudos sobre a producéo nacional de queijo avaliaram dados relevantes como
a crescente producédo, a ampla distribuicdo de mercado e consumo que reflete em
aumento da renda para produtores rurais. Producdo essa de maior impacto na
economia regional nordestina, conduzida por fontes artesanais de processamento,
sendo observado que os parametros de qualidade, de boas préticas de fabricacdo e
higiene ndo séo controlados e fiscalizados (SANTANA et al., 2008).

Segundo Rocha (2014), em entrevista com 0 presidente da Associacao

Brasileira de Industrias de Queijo ao Jornal Valor Econdmico, o aumento da produgéo
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e consumo de queijo no pais pode ser constatada ao longo dos anos, permitindo

estima-los como na Figura 1:

Figura 1 — Mercado de queijos no Brasil.
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Apesar da producdo de QC ser considerada para alguns pesquisadores uma
pratica de manipulacéo de leite cru antiquissima, e grande parte do processamento
no Brasil ainda ser artesanal, o uso do leite industrializado para a producéo do QC
vem se difundindo na producdo nacional. Diferengas ndo foram encontradas na
producdo artesanal e industrial que seja relevantemente significativa, porém a
fiscalizacdo e monitoramento utem sido a problematica maior para o consumo do QC
de forma segura (MAMEDE et al., 2010).

1.2 CARACTERISTICAS QUIMICA, ESTRUTURAIS E ORGANOLEPTICAS

1.2.1 Estrutura do queijo

As caracteristicas estruturais do queijo por muitos anos estiveram relacionadas
ao modo como se desenvolveu, em baixa umidade, reduzida acidez, com coalhada
fresca sem sal, resultando em instabilidade no armazenamento em prateleira, e
consequentemente menor vida util para o consumo. Essas caracteristicas tém-se
aperfeicoado ao longo dos anos, pois novas tecnologias na producdo de queijo
atualmente sdo empregadas como forma de melhoramento nos processos, de
sanitizacao, purificacédo, obtencao do coalho, separacado das estruturas soélidas do leite
e uso de teores adequados de sal. Com isso, as reducfes da variabilidade das
estruturas dos queijos surtiram resultados como, melhor qualidade na textura e sabor
do produto final (EVERETT; AUTY, 2008).

Carvalho, Prazeres e Rivas (2013) abordaram que o tipo de leite utilizado na
producédo de queijo como de vaca, cabra, ovelha, bufalo e outros mamiferos com
capacidade de producdo em grande volume, também influencia nos aspectos de
producéo de soro do queijo e sua parte solida. Nesse caso, em uma base seca, no
soro do leite bovino pode se observar um teor de 70-80% de lactose, 9% de proteinas,
8-20% de minerais, bem como outros presentes de menor expressdo, como alguns
péptideos hidrolisados de K-caseina, lipidios e bactérias. Segundo os autores do
estudo, a coagulacéo acida ocorre proximo ao ponto isoelétrico da caseina (pH 4,6),
gue consequentemente, acarreta em precipitacdo de mais proteina do leite. Isso

determina as caracteristicas finais do produto, devido o soro do leite 4cido possuir
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limitag@o na utilizag&o, pois ha uma predominancia do gosto acido e de alto teor de
sal.

Lima et al. (2012), apontaram o queijo com caracteristicas estruturais propicias
para ser utilizado como alimento funcional. Os autores destacam o carater bioquimico
das proteinas do leite. Cerca de oitenta por cento da composi¢cdo da matriz, causam
efeitos fisioldgicos adicionais devido aos numerosos péptidos bioativos presentes na
caseina. Além, disso por ser muito bem aceito ao paladar dos brasileiros, e difundido
por diversas regides do Brasil, em especial 0 QC, levemente salgado, de consisténcia
apreciavel, e por permitir o cozimento na forma de assado ou outras maneiras de
preparo, o produto tem um mercado promissor aplicado ao consumo como alimento
funcional.

Avaliagbes tecnologicas realizadas por Cavalcante et al. (2007) possibilitaram
produzir QC com bactérias acido laticas distintas. Cultura de microrganismos essas
gue melhoram a eficiéncia de segregacao do soro da composicéo soélida ou pastosa
(coalho) Segundo a autora, na producdo de queijos com bom valor e rendimento
industrial é necessario o fato de processar com maior controle de qualidade.
Entretanto, Cavalcante et al. (2007) destaca ainda excelente producdo, melhor
rendimento e rapidez na obtencdo de queijo com fermento TAUA-2, quando
comparados aos queijos obtidos por culturas de bactérias Lactococcus Lactis ssp.
tanto atipico como cremoris. Apesar disso, ndo houve diferenca significativa quanto
ao teste de fritura em panela ao fogo moderado, pois tais queijos nao derreteram,
permanecendo estruturalmente solidos.

Nesse contexto, Sousa et al. (2013) descrevem que tanto QC fabricado
artesanalmente como de forma industrial em diversos estados da Regido Nordeste
apresentaram niveis de pH, umidade, atividade de agua e acidez percentual de acido
latico fora das especificacbes do Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de
Produtos Lacteos previstos pelo MAPA. Desses parametros avaliados, o pH e indice
de acidez percentual ao acido latico foram determinados como valores de controle
significativos, pois a separacao do coalho, a coagulacéo do leite e a textura, influencia
diretamente para formacao e producdo de queijo. Embora, fatores avaliados como a
atividade de agua e umidade encontrados na pesquisa fossem abaixo do esperado,
0S autores consideraram como positivo para conservacao e vida de prateleira mais

longa, desde que armazenados de forma correta e em ambiente controlado.
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1.2.2 Composicao

Analises fisico-quimicas realizadas por Viana et al. (2010), demonstraram que
existe diversidade entre tipos de QC quanto sua composi¢ao, principalmente quanto
aos queijos fabricados artesanalmente. Os autores ressaltaram que a composi¢ao do
QC é variavel em distintos lugares do pais, e que isso se deve, ndo s6 a forma de
processamento, o que é fundamental na fabricacdo em grande escala, mas também,
ao tipo de leite empregado, o uso de bactérias produtora acido latica, microrganismos
fermentadores produtores de compostos aroméaticos, do fermento se utilizado, do teor
de gordura e umidade presentes no leite cru ou pasteurizado.

Segundo Bergamini, Perotti e Zalazar (2010), em um estudo realizado no
Instituto de Lactologia Industrial da Universidade Nacional do Litoral da Argentina, 0s
gueijos diferem quanto a sua caracteristica e principalmente na composicao devido as
diferencas de espécies de animais rebanhados, como ocorre na producdo de queijo
em que a matéria prima se origina de ovelhas, o qual é produzido em diversos paises
como Franca, Portugal, Grécia, Espanha e Italia. Os pesquisadores destacam, a
importancia do processo de maturacdo do queijo derivado de leite de ovelha, bem
como o cultivo de determinadas bactérias na producdo da massa final, cujas
caracteristicas tipicas dependem da intensidade da protedlise, lipolise e glicolise
realizada por tais microrganismos Streptococcus thermophilus ou Lactobacilus
hevictium. Os autores destacam ainda, que processos envolvidos com bactérias
empregadas na producao contribuem diretamente para o sabor do queijo, e mais
importante que isso conferem indiretamente a producdo de substratos para novas
reacdes catabolicas, das quais grandes quantidades de compostos organicos volateis
sdo gerados.

Yegin et al. (2011), apontaram o emprego de proteinases no processo de
producdo de gqueijos como um relevante fator de contribuicdo na composicdo do
produto final, destacando que se empregado de forma correta, a atividade enzimatica
permite altos rendimentos de caseina em queijos, proteina essencial e de maior
proporcao em derivados lactios solidos.

Nos estudos de Garcia et al. (2011), os resutados da composicao bruta e fisico-
guimico das caracteristicas do QC de leite de cabra utilizando como microorganismos

produtores, as bactérias acido latico distintas, demonstraram apos 1 e 7 dias de
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armazenamento em 108°C pouca ou nehuma diferenca significativa quanto a
umidade, cinza e teor de cloreto de sédio, independentemente do tratamento ou tempo
de armazenamento. Determinados queijos possuiam uma matéria seca mais reduzida,
conteudo este que comparado a outros queijos, pode ser associado a quantidade de
proteina total mais baixa.

De acordo com Souza et al. (2011), diferencas foram observadas quanto a
umidade e lipideos quando comparados aos diferentes tipos de queijos mencionados
no estudo com leite de cabra, sendo essas expectativas esperadas devido aos fatores
relacionados a composicdo do leite utilizado. Tal composi¢cdo pode sofrer influéncia
de diversos aspectos, como a raca do animal, a idade, o estado de saude e o periodo
de lactacdo. Os procedimentos de separacéo da coalhada, tipo de acondicionamento
e tempo de prensa podem também corroborar com mudancas na capacidade dos
produtos em reter gordura e agua.

Silva et al. (2012), em pesquisas com queijos de coalho de origem nordestina,
esclarecem que a proteolise do leite por ocasido da producédo de queijo é fundamental
para estabelecer sua composicao final, ja que interfere na maturacéo da matriz solida,
permite a geracdo de peptideo e de cadeias de aminoacidos ligadas, cujas
propriedades determinam a textura, maciez, plasticidade e consisténcia. Os autores
observaram diferenca na composicao qualitativa de peptideos presentes nos queijos
de diversas cidades do Nordeste, diferenca essas ndo bem elucidadas, mas os
pesquisadores sugerem a diferenca de colonizacdo de microrganismos no leite
empregado e nas formas de processamento distintos.

A Instrucdo Normativa n°30 do Ministério de Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento descreve um Regulamento Técnico sobre os requisitos minimos para
a composicdo do QC produzido no Brasil, apesar de ser estritamente sucinto e pouco

explicativo quanto a tais requisitos, observa-se tais parametros na Tabela 1:
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Tabela 1 — Composicédo minima do QC segundo a IN n° 30/2001.

Composicdo do QC

Ingredientes obrigatérios Ingredientes opcionais
e LeiteIntegral a 3% (m m™) de gordura e Cloreto de célcio
e Leite padronizado a 3% (m m?) de e Cultivo de bactérias lacteas
gordura selecionadas.
e Coalho ou outras enzimas e Solidos de origem lactea.
coagulantes apropriadas e Condimentos e especiarias.

e Cloreto de sédio.

Fonte: MAPA, 2001.

Segundo Perry (2004) o queijo é considerado, apGs processado, um produto
com grande quantidade de acido lactico, estruturado por macromoléculas contendo
proteinas, lipideos, carboidratos, sais minerais complexados e elementares de, calcio,
fosforo magnésio, além disso, estdo presentes vitaminas principalmente em maior
concentracgao o retinol (vitamina A) e as do complexo B, tiamina, piridoxina, riboflavina,
acido pantoténico por exemplo, e portanto com relevante valor nutricional como fonte
de alimentacao, ja que as proporcdes de gordura e proteinas presentes podem ser
comparadas a carne. Perry (2004) ainda relata, que os oligoelementos corroboram
para o processamento do queijo pois atuam em etapas da coagulacdo da matéria
prima que € o leite cru ou pasteurizado, contudo a fase liquida do leite é retirada em
grande parte e aproveitada como fonte material para a producdo de outros derivados
alimenticios para o homem como, o iogurte, ricota e outros produtos.

Limaetal. (2012), relataram que apesar do QC ter origem primaria de producéo
na Regido Nordeste, existe diferencas significativas quanto ao teor de peptideos
soltveis em agua, na capacidade de formacéo de complexos proteicos e da formacao
de substancias antioxidantes de cidades distintas nas quais foram produzidos os
gueijos artesanais, traduzindo-se portanto, que o processamento do leite para obter
tal produto influencia essencialmente no potencial funcional que se pode ter nesse

produto.
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1.2.3 Umidade

A tecnologia de producao do queijo estad fundamentada em como separar a fase
sélida (proteinas, gordura e carboidratos) da porc¢éao liquida (soro) do leite, esta ultima
com maior parte constituida de agua e outras substancias no estado liquido. Coagular
o leite depende diretamente da etapa de acidificacdo, tanto na producéo de queijos
frescos como maturados. Esse fator é de extrema importancia, porque permite
menores variagdes de pH, com a adicao direta de &cido latico, sem deixar, portanto,
gue bactérias do meio possam alterar a acidez do produto com a liberacdo de
metabdlitos frequentemente produzidos. Isso é fundamental para a producédo de um
coalho com maior capacidade de retencdo de umidade, ocasionando maior
rendimento no fabrico de queijo (MACHADO et al., 2011).

De acordo com Prazeres, Carvalho e Rivas (2012), a umidade é um dos
principais, dentre outros fatores, que deve ser controlado na fabricacdo de queijo, pois
o teor de umidade reflete na qualidade do produto, quando comparados em estudos
de proliferacdo de microrganismos patogénicos ou ndo. Bem como, permite-se
mensurar a capacidade de hidrogénios livres no meio, fator que define interferentes
gue podem ser formados durante o processamento da matéria prima e no produto
acabado.

Diversos estudos apontam a umidade como um fator limitante na producao de
distintos queijos, e para o QC nao se diferencia, porquanto, para tal parametro existe
variacao, pois 0 QC pode assumir a classificacdo de média e alta umidade através de
analises propostas. Apesar de existir divergéncias quanto ao teor de umidade
encontrados, esse fator é intrinsecamente atrelado ao processamento que deve ser
monitorado e controlado para que o produto seja obtido com qualidade esperada,
textura, paladar adequado e ndo perca suas caracteristicas tipicas (MACHADO et al.,
2011; SILVA et al., 2010; CAVALCANTE et al., 2007).

Dos Santos et al. (2012) destacaram em pesquisas com queijo coalho
produzidos a partir do leite de cabra, que a umidade de aproximadamente 92%
favoreceu a viabilidade probidtica obtida na etapa de maturacdo com Lactobacillus
accidéphillus.

Segundo Nassu et al. (2006), em um guia da Empresa Brasileira de Pesquisa

Agropecuaria (EMBRAPA) para a producgéo de QC, define-se esse produto como de
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média a alta umidade ap6s o completo processamento. De acordo com Viana et al.
(2011) o percentual de umidade interfere no rendimento da producdo, demonstrando,
portanto, diferencas na textura, quantidade de pasta e aromas distintos encontrados
no produto final, em experimentos envolvendo o processamento com cepas de
Lactobacilus ssp (aciddéfilos) e Lactobacilus ssp (aroméaticos), para obter o QC. Alguns
fatores incluindo a umidade encontrada na faixa de 46 a 54,9 % estavam dentro dos
valores percentuais especificados na legislacéo que orienta sobre a qualidade do QC,
a IN n°® 30 do MAPA, quando comparados ao processamento industrial elucidado por
Nassu et al. (2006).

1.2.4 Substancias idnicas

A presenca de ions é essencial na producédo de QC, pois estes interferem na
solubilidade, pH, consisténcia e aparéncia do produto final, a exemplo do calcio, que
€ 0 elemento de maior presenca neste tipo de derivado do leite. A ocorréncia do calcio
se deve tanto da origem da matéria prima quanto do processamento do queijo, nesse
caso, da adicéo de cloreto de calcio 50 %, como ingrediente no fabrico do queijo antes
da etapa de segregacao da parte solida da liquida. Logo, obtém-se uma massa com
maior dureza ao ser formar o complexo paracaseinato de dicalcio, soluvel quando
submetidos a alta temperatura e na presenca de acido latico, essa solubilizacéo é
conferida por formar paracaseinato de monocalcio em solucéo salina de cloreto de
sédio e agua moderadamente quente (CAVALCANTE et al., 2007).

Os ions possuem papel fundamental no processo de fabricacdo de todos os
tipos de queijos, pois esses elementos estdo presentes no leite, empregado como
matéria alimenticia e insumo principal. Esses estando dissolvidos, solubilizados ou em
sua forma soélida de sais, devido as suas propriedades, sdo capazes de atribuir valores
nutricionais e estruturais a determinado queijo como o de coalho (COPPA et al., 2011;
BENJAMIM et al., 2010; CAVALCANTE et al., 2007).

Os regulamentos sobre qualidade do QC mencionam o cloreto sbédio e de
célcio, como coadjuvantes opcionais dos requisitos de producédo na composicao desse
produto. Outras normas citam como estudo, os limites de sédio em queijo como
mozzarella, prato, minas frescal e parmeséo, sem, portanto, levar em consideracao o

QC como forma de alimento a ser controlado e regulamentado em relacéo ao limiar
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de sddio presente na sua composi¢ao final. Assim como, ha regulamentos vigentes
para rotulagens de alimentos que nao especificam o padrao de rotulagem dos queijos.
Bem como existem normas para controle de oferta, propaganda, publicidade e
informacao e outras préticas correlatas cujo objetivo seja a divulgacdo e a promocéo
comercial de alimentos considerados com quantidades elevadas de sddio, que mais
uma vez nao contemplam os queijos, pois sdo considerados intrinsecos a este
alimento (BRASIL 2015; 2010; 2003; 2001).

Diversos estudos dos quais, Bezerra et al. (2016), Bemfeito et al. (2016) e Han
et al. (2011) citaram o calcio como elemento a ser adicionado na producédo de queijos
antes do processo de coagulagéo do leite ou maturacdo. Pois, na forma de cloreto de
calcio age como facilitador ou em conjunto com &cido latico e fermentos, como cofator
gue permite separacdo de fases do leite, e confere maior quantidade de caseina
precipitada presente no queijo.

Lima et al. (2012), destacaram outras prorpriedades como o0 aumento da
biodisponibilidade de zinco para o organismo, uma vez que a absorcdo intestinal
desse elemento é afetada por diversos fatores relacionados a dieta, que incluem o
aumento da concentracdo de proteinas, calcio, fosforo e outras substancias, bem
como a complexacdo de elementos com carater metalico. Além disso, 0 zinco
desempenha um papel fundamental em conjunto com varias enzimas que colaboram
para a divisdo celular, expressdo génica envolvidas nos processos fisioldgicos de
crescimento celular e desenvolvimento da transcricdo génica. Os pesquisadores
ressaltaram ainda, que péptideos fosforilados sao traduzidos a Alfa s1-, Alfa s2- e 3-
caseina podendo formar complexos solUveis com minerais como, célcio e ferro em pH
intestinal, modulando portanto biodisponibilidade. Esses péptidos atuam como
solubilizantes de minerais e sdo conhecidos como caseinofosfopeptideos (CPPs),
sendo liberado "in vitro" ou "in vivo" pela atividade de enzimas presentes em produtos

lacteos ou durente o processamento.
1.2.5 Potencial Hidrogenibnico
Segundo Perry (2004) a variacao da diminuicdo do pH a determinados valores

permite maior rendimento no processo de producao de queijos, e, portanto, reduzindo

o tempo de fermentacdo do leite e da concentracdo de coagulante necessério a
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segregacao de fases. Além disso, a reacdo de hidrélise exercida por peptidases, para
a formacdo de paracaseina, sendo consequentemente essencial para o
processamento da coalhada. Portanto, a autora ressalta uma importante etapa da
producéo de queijos, em que o controle do pH 6timo, permite a ativagdo enzimatica,
pela modulacdo do ponto isoelétrico (pH 4,5) das proteinas em sua constituicao
bioguimica do leite, que juntamente com a temperatura e o teor de calcio, possibilitam
a agregacdo de micelas e precipitacdo das estruturas sélidas da matéria prima na fase
de coagulacao.

Mamede et al. (2010) realizou uma andlise apurada de parametros fisico-
qguimicos cujos valores de pH foram monitorados devido a presenca de bactérias
produtoras de &cido latico, esse acido foi titulado nos estudos com NaOH 0,1 M, e o
resultado foi descrito em percentual de acido latico, para avaliar o quanto esse fator
interferiu nas propriedades sensoriais do produto final, quanto a consisténcia, textura,
elasticidade, maciez e sabor.

Em analises de pH realizadas por Sousa et al. (2014) nos queijos
comercializados na regido nordeste, tanto artesanal, sem inspe¢do, como 0S
industrializados inspecionados e fiscalizados, nao diferiram sobremodo aos de outras
pesquisas. Assim como outros fatores como atividade de agua, teor de umidade e
acidez percentual foram considerados no estudo como fundamentais no
processamento do leite pasteurizado ou cru, para producao de QC, em varios Estados
do Nordeste do Brasil, determinando, portanto, diferencas minimas nas carateristicas
de queijo para cada lugar, dependentes 0 ndo da inspecdo realizada por 6rgéo
regulador. Os parametros elencados na pesquisa de Sousa et al. (2014) estdo na
Tabela 2:
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Tabela 2 — Valores médios das analises fisico-quimicas do QC

comercializado em seis estados da regidao nordeste.

ESTADOS

Variavel SE CE PI RN PB PE

pH Com 5,68 6,21 6,23 6,20 6,04 5,56
Inspecéo

Sem 5,18 6,02 6,20 5,90 6,22 5,54
inspecao

Umidade % Com 21,00 16,67 14,38 24,08 20,43 21,56
Inspecdo

Sem 29,38 25,33 1500 17,86 21,33 26,36
inspecao

Aa Com 0,91 0,91 0,91 0,91 0,92 0,96
Inspecdo

Sem 0,89 0,91 0,91 0,92 0,91 0,96
inspecao

Acidez % Com 0,74 0,49 0,16 0,37 0,33 0,42
Inspecao

Sem 1,01 0,64 0,12 0,40 0,31 0,60
inspecao

(SE — Sergipe; CE — Ceard; Pl — Piaui; RN — Rio Grande do Norte; PB — Paraiba; PE —
Pernambuco; Aa — Atividade da agua (agua totalmente livre, disponivel e presente na matriz);
pH — Potencial de Hidrogénio).

Fonte: Sousa et al., 2014.

Os fatores fisico-quimicos na producdo de QC e a capacidade destes em
interferir na producédo, no carater sensorial e rendimentos da fabricacdo, destacando
pH, associado ou ndo a esses fatores, como umidade, temperatura, concentracao de
fons catidonicos e de peptideos € um relevante critério que deve ser monitorado para
obter um produto com qualidade esperada, e de melhor aceitacdo quanto ao aspecto,
paladar, odor, aparéncia, capacidade de cozimento, e consequentemente maior
aceitacdo de mercado, aliado a isso, a escolha e fiscalizacdo correta da matéria-prima
(DO EGYPTO et al., 2013; GARCIA et al., 2012; MACHADO et al., 2011; MAMEDE
et al., 2010; SILVA et al., 2010 e PERRY, 2004).

1.2.6 Solubilidade

A solubilidade do QC é um fator a ser analisado mencionado no estudo de
Bartolomeu et al. (2014) segundo o autor, a caracteristica lipofilica e hidrofilica desse

produto € conferida segundo sua composi¢do quimica, pH, peroxidases lipidicas,
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presengca aminoacidos e conteudo de agua. Onde apesar do conteudo em maior
propor¢do conter proteinas e lipidios, outro estudo, de Everett e Auty (2008)
demonstraram diversos avangos em tecnologia e desenvolvimento no intuito de
aumentar o rendimento dos componentes e para melhorar a conservacao de queijos.
Dessa forma, a protecdo do produto com nanopeliculas, segundo Bartolomeu et al.,
pode ser usada para prevenir o efeito degenerativo causado pela microbiota presente
no queijo, e possivelmente a solubilizagdo com perda de massa de queijo.

De acordo com Coppa et al. (2012) queijos de varios tipos sdo sollveis em
solucdo salina com aquecimento até fervura, assim como em solucao 4cida, ou em
acetato de sddio, pois ocorre prevalentemente a desnaturacao de proteinas, catélise
de polissacarideos e lipidios de baixo peso molécula.

A solubilizag&o do queijo tanto o de coalho como os de outras caracteristicas
semelhantes, fora investigado em relacdo ao perfil microbiolégico da superficie e da
massa interna que colonizam o produto acabado. Levou-se em consideracdo nas
avaliacdes, os métodos de producao artesanal e industrial em regides distintas, bem
como os tipos especificos de leites utilizados como matéria-prima. Aléem disso, em
pesquisas foi enfatizado, que a capacidade de formacdo de massa solida de
proteinas, concentracdo de nitrogénio total, pH e a quantidade de sal presentes na
composicdo dos queijos sao parametros de investigacao fisico-quimicos atrelados a
microbiota da matriz (VIEGAS et al., 2010; VAZEK, MAZZA e GIORI 2010; FILHO et
al., 2009; SANTANA et al., 2008).

A adicao de culturas de microorganismos influenciam na fabricacaode de queijo
e resulta em um maior teor de proteina sollvel e liberacdo de aminoacidos no primeiro
dia apos o processamento. Contudo, durante os 28 dias, o0 queijo suplementado com
Bifidobacterium lactis, na sua forma isolada mostrou-se com maior atividade
proteolitica, particularmente na hidrolise das fracdes alfa-s2 e kappa-caseina. Estudos
analisaram ainda, a capacidade de solubilizacdo do queijo comparados aos niveis de
desencademento da protedlise, pelos indices de nitrogénio proteico livre, ndo-proteico
e ligados a caseina (BEZERRA et al., 2016).
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Aditivos sdo constantemente empregados em produtos processados, ha casos

em que a extensdo da quantidade esta mais pronunciada em queijos do que em outros

tipos de alimentos, estabelecendo assim uma relacdo de dependéncia com tipo de

alimento. O QC é regulamentado quanto aos padrdes de identidade e qualidade pela

IN n® 30/2001, que destaca a aplicacédo de aditivos a tal produto de forma industrial,

parametros esses referidos na Portaria n® 146/96 — MAPA, que estabelece a aplicacéo

da seguinte forma:

Poderéao ser utilizados na elaboragéo de queijos aditivos relacionados
na lista a que indica a classe de gueijo para a qual ou as quais estao
autorizadas. A utilizacdo de outros aditivos podera estar autorizada
nos padrdes individuais de certas variedades particulares de queijos
(BRASIL, 1996, p.4).

Da lista referida pode se destacar os aditivos relacionados ao QC, por

classificar-se como de média a alta umidade, a saber na Tabela 3:

Tabela 3 — Aditivos relacionados na lista a que indica a classe de queijo para a qual

ou as quais estédo autorizadas na Portaria n°146/96.

ADITIVO FUNCAO LIMITE MAXIMO/ CONCENTRACAO.

Nisina Conservador 12,5 mg kg*

Acido soérbico e seus sais de saédio, Conservador 1000mg kg* (em &cido sérbico)

potéssio e célcio

Nitrato de s6dio ou potassio (isolados ou Conservador 50 mg kg (em nitrato de sddio)

combinados)

Carotenodides naturais, beta caroteno, Corante 10 mg kg* de queijo

bixina, nobixina, urucum, annatto, rocu

Clorofilina, clorofila, clorofilina crapica, Corante 15 mg kg de queijo

sais de sédio e potassio em clorofila

Lipases Agente de De acordo com as BPF
Maturacéo

Proteases Agente de De acordo com as BPF
Maturacéo

Fonte: BRASIL, 2006.
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Penasa et al. (2010), destacaram avancos biotecnoldgicos na modificacdo do
leite na formagao B e k—caseina, durante o processo de coagulacdo. Através das
modificacdes de gendtipos ocorreu uma reducéo no tempo de coagulagéo e formacgéao
coalho, traduzindo-se expressivamente como forma de melhoras na variancia aditiva
no tempo de coagulagdo do leite, e, portanto, a B e k—caseina modificadas sao
importantes genétipos para melhor producao de queijo.

Queijos com aditivos probiotico foram testados por Brito et al. (2011) para
verificar atividade dos Lactobacillus paracasei ssp. frente a adicdo do microrganismo
como cultura inicial ou no principio do cozimento do coalho para a formacgéo da massa
do queijo Gouda, produzido nesse caso com menor percentual de gordura quando
comparados ao grupo controle estudado, que nao foi adicionado o probiético.

Conforme Silva et al. (2016) e Paumgartten et al. (2002), o annatto, um corante
extraido de sementes de Bixa orellana, € usado como um aditivo de cor em manteiga,
gueijos e em uma variedade de outros alimentos, bem como em drogas e cosméticos.
Ambos verificaram que ndo ocorreu pouco ou nenhuma alteracdo ou anomalia
embrionaria em fetos de ratos no uso deste corante em alimentos, apesar de poucos
estudos seram encontrados quanto a atividade téxica do principal pigmento
carotenoide deste aditivo.

Pesquisas de Zalazar et al. (2002), Mistry (2001) e Reis et al. (2000), revelaram
a capacidade de influéncia dos aditivos utilizados no processo de tecnoogia de
producdo de queijos de baixo teor de gordura, cujos fatores principais alterados no
produto ao final do processo estavam atrelados a consisténcia e durabilidade do
gueijo, como teor de umidade, indice de amadurecimento e maciez. Segundo 0s
referidos pesquisadores, os aditivos podem ser inclusos para reduzir a atividade dos
microorganismos que produzem enzimas e compostos responsaveis pela protedlise
na materia-prima usada na fabricacao de distintos tipos de queijos de origem bovina,
assim como visa preservar o contetudo nutricional do leite empregado no fabrico do
guiejo para consumo.

Zalazar et al. (2002), enfatiza ainda que aditivos permitem alterar as
caracteirsticas sensorias de amargor, aroma e acidez através da modulacdo do
ambiente favoravel ou ndo aos microoganismos produtores de acido latico,

modificando portanto o potencial hidrogeniénico dos queijos produzidos.
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Nesse contexto, de mudancas das caracteristicas de acidez dos queijos,
lammarino et al. (2011), destacam a presenca de &cido benzoico como preservante
quimico pela acao de alteracdo do pH ao ser adicionado na producdo ou em sua
ocorréncia natural, ndo apenas em queijos em determinado limites, mas em diversos
alimentos. Tanto Zalazar et al. (2002), como lamarino et al. (2011) ressaltam a
importancia de se controlar aditivos a limites aceitaveis na producédo de queijos, pois
estes causam alteracdes expressivas sensorias e no aspecto do produto final, bem

como em sua vida util.

1.3 CONSUMO DO QUEIJO DE COALHO

O fato de nédo existir um processo de fabricacdo de um modo padronizado
artesanalmente, permite-se a adequacéao deste a regido e forma de consumo mais
empregada a cultura popular. Dessa forma, diferencas na composicao fisico-quimica,
por apresentar pouca capacidade de derretimento, permitem a continuidade do
formato original durante o tempo necessario a ser assado em churrasqueira. Essa
diferenca na capacidade de derretimento pode ser conferida as caracteristicas fisico-
guimicas do queijo como, teores de gordura, proteina, umidade, sal, pH e célcio, e
pelas alteracbes ocorridas durante a protedlise, a capacidade de hidratacdo das
proteinas e distribuicdo dos seus componentes através da rede proteica e da interacao
entre os componentes (MACHADO et al., 2011).

No Nordeste, 0 QC é consumido cru e assado em forma de pedacos ou fatias.
JA no Sudeste, comercializado em espeto e preparado propriamente para
churrasqueira. Forma de preparo, que através da queima de carvao vegetal pode
ocasionar a formacao de compostos altamente indesejaveis, como os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPA), gerados no processo de pirdlise, depositados na
superficie do queijo (LUZ et al., 2016).

Matrizes gordurosas como a do QC e outras, possuem alta afinidade quimica a
compostos, como HPA por apresentarem elevado grau de lipofilicidade, do ponto de
vista quimico, favorecendo a extensdo de contaminacdo de tais compostos em
alimentos com caracteristicas estruturais predominantemente lipidica (PURCARO et.
al., 2013).
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1.4 CONTAMINANTES QUIMICOS

1.4.1 Contaminantes organicos e inorganicos

O QC, assim como em outros derivados do leite, possui limites de substancias
que podem ser diferentes dos constituintes normais do produto primario. Esses
compostos podem apresentar-se na composicdo conforme estabelece a Portaria n°
146/96, MAPA, que cita na IN n°30/01 do MAPA a forma de controle, identidade e

qualidade de QC. Sobre tal Instrugdo Normativa fica preconizado que:

Os contaminantes orgénicos e inorganicos nao
devem estar presentes em quantidades superiores
aos limites estabelecidos pelo Regulamento
especifico (BRASIL, 1996, p.151).

Aléem da contaminacdo de queijos e de outros alimentos com substancias
organicas geradas pelo processamento industrial, a contaminacdo ambiental por
elementos inorganicos, também foi considerada pela ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria). O 6rgao sanitario ao destacar limites maximos de contaminantes
inorganicos em alimentos, sendo este fato, fundamental para a fiscalizacdo na
producédo de matrizes alimenticias. A agéncia, visa dessa forma, a protecéo da saude
publica ao obter niveis maximos de poluentes, bem como niveis aceitaveis as boas
préaticas de fabricacdo, logo possibilitando estimar o risco relacionado ao consumo de
alimentos contaminados. Nesse contexto, a ANVISA por meio de resolucéo
especifica, estabelece tais limites maximos de elementos inorganicos e metais
pesados em queijos como: o Arsénio(As) 0,5 mg kg, Chumbo (Pb) 2,0 mg kg e
Cadmio (Cd) 0,5 mg kg (BRASIL, 2013).

O fato dos metais tragcos permanecerem no ambiente em sua forma quimica
inalterada, faz desses elementos como Cd, Mn, Cr e Pb serem potencialmente
perigosos para saude humana, pois esses metais complexam-se com outros
compostos organicos permanecendo em materiais biolégicos. A fonte principal de
contaminacao esta ligada a cadeia alimentar. Tais elementos podem causar quando
em altas concentracfes, consequéncias desastrosas a saude, por iSso o controle

deles é realizado em paises europeus, assim como 0 monitoramento de sua origem,
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ja que, grande parte estd atrelada as atividades antrépicas, como constatado em
estudos realizados por pesquisadores italianos (CAGGIANO et al., 2004).

Estudos de Schecter et al. (2010) nos Estados Unidos da América,
demonstraram niveis elevados de contaminacdo em diversos alimentos, incluindo
gueijos de origem norte-americana e outros, os quais aqueles com alto teor de gordura
e umidade revelaram contaminacdo por dicloro-difenil-tricloetano (DDT), bifenila
policloradas (PCB) e compostos perfluorados, hidrocarbonetos derivados da pirélise
de matéria organica, bem como organoclorados de diversas espécies, muitos ndo
identificados pela estrutura quimica, caracterizando portanto, risco de exposi¢ao
frequente da populagdo americana consumidora tanto de leite como do queijo.
Contaminantes esses, com elevado grau carcinogénico, causadores de disturbios
endocrinos e genotoxico.

Holderbeke et al. (2014) relataram em seus estudos, extensa contaminagao em
alimentos, principalmente em O6leos vegetais, peixes, produtos embutidos,
condimentos, vegetais, derivados do leite semidesnatados ou com alto teor de
gordura, e de queijos por ftalatos de distintas origens e formacfes. Os mais
investigados foram os ftalatos provenientes do desprendimento de embalagens e do
processamento tipico de cada produto ou naturalmente presentes nas amostras
coletadas contendo, dimetilftalato (DMP), ftalato de dietilo (DEP), ftalato de diisobutilo
(DiBP), ftalato de di-n-butilo (DnBP), benzilbutilo ftalato (BBP), ftalato de diciclo-hexilo
(DCHP), ftalato de di (2-etil-hexilo) (DEHP) e di-octil ftalato (DnOP).

A Agéncia Europeia em Seguranca de Alimentos, através de um relatorio
técnico, registrou preocupantes dados em casos de uso do propionato de sédio e de
potassio em alimentos envasados, incluindo queijos e outros derivados do leite.
Segundo a autoridade sanitaria, alguns limites sdo aceitaveis em alimentos, ja que, a
substancia é considerada como aditivo de propriedades principalmente conservante.
Porém, usado indiscriminadamente pode atingir niveis toxicos para 0 organismo
humano, e portanto a autoridade sanitaria destacou diversos estudos reportando
niveis relacionados ndo s6 ao propionato de sédio, mas também na sua forma de
acido propiénico em quantidades elevadas em muitos alimentos (EFSA, 2016).

Ao considerar contaminantes organicos, deve-se propor em discussdo a
exposicao pelo consumo de bioacumuladores, como hidrocarbonetos e outros

compostos ciclicos derivados tanto do processamento industrial, como de
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subprodutos da queima de combustiveis fosseis, além de pesticidas, concentracdes
nao-tipicas de substancias inorganicas e elementos como Cadmio (Cd), Cromo (Cr),
Ferro (Fe), Potassio (K), Sédio (Na), Fésforo (P), Zinco (Zn), Manganés (Mn) e
Magnésio (Mg) (KIRA; AKIKO-MAIHARA, 2007; PERRY, 2004; MICHALSKI et al.,
2003).

1.4.2 Poluentes Organicos Persistentes

Atualmente a preocupacao da comunidade cientifica e médica estéo nos efeitos
a longo prazo que os Poluentes Organicos Persistentes (POP) que podem ser
observados no organismo humano. Dentre os mais evidentes compostos destacaram-
se, 0s carcinogénicos, os desreguladores enddcrinos, as distintas mutacdes que
causam ao DNA, e consequentemente doencas degenerativas desencadeadas que
no presente seéculo tem alta prevaléncia em determinadas populacdes de varios
paises, atingindo numeros alarmantes (GASULL et al.,, 2011; FABRE, ROTH e
KERGARAVAT, 2005; D’AMATO, TORRES E MALM, 2002).

De acordo com Casull et al. (2011), POP s&o produtos quimicos gerados
sinteticamente, com carater altamente lipofilico, e possuem elavada resiténcia a
degradacéao ao bioacumular-se no meio ambiente, pelos diversos veiculos biologicos,
tecidos de animais e de humanos, ou qualquer organismo vivo. Os autores relataram
varios estudos de concentracdes corporais da presenca dos POP em seres humanos,
bem como em amostras biologicas. Segundo eles, os seres humanos bioacumulam
POPs nos diversos tecidos, mais especificamente no adiposo e hepatico. Apesar das
diferencas que possam existir para cada individuo, as concentra¢cdes na maioria dos
casos das populacdes em todo o mundo é substancial.

Segundo Borges (2015), POP sao importantes substancias a serem
controladas quanto a liberacdo no meio ambiente. A autora destaca que devem ser
monitoradas em suas concentracdes limites, pois o fato de serem estaveis, lipofilicas
e bioacumuladoras em tecidos de organismos vivo, estes compostos permanecem por
longos periodos na atmosfera, solo e 4gua sem sofrem fotdlise, oxidacéo, hidrolise ou
gualquer outro tipo de degradacéo que acontece naturalmente no ambiente. Segundo

o estudo da pesquisadora, o0 avanco da tecnologia e producao industrial aumentou os
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niveis desses compostos sintéticos, assim como no objetivo de exterminio de pragas
e pestes de lavouras e de unidades agricolas para melhor obtencdo de alimentos ao
consumo humano na utilizacdo de pesticidas e agrotéxicos. Porém a capacidade de
estabilidade quimica dos POP estad atrelada a estrutura intra e intermolecular de
formar anéis aromaticos, e caracterizar-se por um elevado grau de hidrofobicidade,
como ilustrado, na Figura 2, as estruturas quimicas dos 12 compostos incialmente

julgados como POP pela Convencao de Estocolmo:

Figura 2 — Os 12 compostos organicos sintéticos considerados como POP,
segundo a Convencao de Estocolmo - Adrina, Dicidrina, endrina, clordano, DDT,
Heptacloro, HCD, mirex, Toxafeno, PCB, TCDF, PeCDF.
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Fonte: Adaptado de Borges, 2015.

Os compostos organicos alifaticos, ciclicos, heterociclicos, aromaticos e
halogenados tem sido estudado por diversos pesquisadores do mundo. A capacidade
de persisténcia, bioacumulacédo e a toxicidade ainda ndo sdo bem elucidadas. Sabe-
se que organoclorados foram amplamente utilizados em lavouras europeias por
muitos anos no combate a ectoparasitas, mas 0 seu uso encontra-se com restricdes
em diversos paises, ndo s6 da Europa, mas também nos EUA, em toda América
Central e do Sul (FLORES et al., 2004; D’AMATO, TORRES e MALM, 2002).

No Brasil o uso de DDT, organoclorados, PCB e outras substancias pesticidas
e inseticidas comecou na Segunda Guerra Mundial, e continuou apos esta,

empregando-se em diversas maneiras de combate a pragas em unidades agricolas.
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Nesse mesmo periodo nos EUA, estudos comprovaram que cOompostos
organoclorados apos 10 anos da Segunda Guerra permaneceram no organismo de
cidaddos americanos, principalmente por causa da ingestao através de alimentos em
guantidades estimadas de 0,28 mg dia* (FLORES et al., 2004).

Em 1985 no Brasil, por razbes diversas devido ao controle de doengas
importantes envolvidas na salde publica, ficou proibido o uso de organoclorados na
atividade agropecuaria. Entretanto, a utilizagdo no combate a vetores causadores da
maléaria e leishmaniose foi permitida como medida de controle endémico em carater
emergencial, na agricultura (FLORES et al., 2004; D’AMATO, TORRES; MALM,
2002).

Além do uso permitido, porém com limites e restricdes do emprego de
compostos organoclorados, ciclicos, heterociclicos e aromaticos, existe ainda a
preocupacao por pesquisadores sobre 0 mecanismo de atuacéo destes no organismo,
0 tempo que permanecem no ambiente contaminando o solo, ar e agua,
consequentemente vegetais e animais. Estudos estes investigados amplamente no
continente Europeu (BORGES, 2015; FABRE, ROTH; KERGARAVAT, 2005).

Segundo varios pesquisadores, podem ser listados 20 ou mais compostos
organicos com potencial toxicidade em animais e no homem, dos quais os hexacloro-
ciclohexano e seus isébmeros, hexaclorobenzeno, hexabromobifenilo, derivados do
cloro, difeniletano (DDT, DDD, DDE) e metoxicloro, ciclodienos (heptacloro-epoxido,
heptaclor, nonaclor, dieldrin, aldrin, endrin, clordano), hidrocarbonetos clorados.
(D’AMATO, TORRES; MALM, 2002).

Desses compostos, ainda ha alguns que néo foram totalmente evidenciados
em sua capacidade ou ndo de causar efeitos toxicos como é o0 caso dos
hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPA) e nitro-hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (NITRO-HPA) (BORGES, 2015; FABRE; ROTH; KERGARAVAT, 2005;
FLORES et al., 2004; D’AMATO, TORRES; MALM, 2002).

A contamincdo de alimentos também tem sido foco de estudos e preocupacéo
para diversos 6rgaos de fiscalizado sanitaria. Grupos de alimentos processados, como
laticinios e outros, devido aos distintos processos de cozimento e técnicas de
processamento, como torrefacdo, churrasco, grelhar, defumacédo, aquecimento

continuamente a altas temperaturas, secagem, cozimento por aquecimento éhmico,
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contribuem para a formacdo de compostos toxicos como os Hidrocarbonetos
Policiclicos Aromaticos (HPA) (LEDESMA; RENDUELES; DIAZ, 2016).

O nivel de HPA depende de fatores como distancia da fonte de calor,
combustivel utilizado, nivel de processamento, duracdo e método de cozimento,
enquanto processos de reutilizacdo, concentracdo, prensagem e armazenamento
aumentam a quantidade de HPA em algumas matrizes alimenticias, como em
derivados lacteos e carnes precessadas (SINGH; VARSHNEY; AGARWAL, 2016;
LEDESMA; RENDUELES; DIAZ, 2016).

Foram relatados por alguns autores, que alguns fatores contribuem para
formacao de HPA e a concentragcédo desses em diversos alimentos como, 0 processo
de defumacéo utilizando a pirélise, o fluxo de ar no processamento, a distancia e
posicdo entre os alimentos e a fonte de calor, os produtos contendo gordura, a
temperatura, o procedimento de limpeza e manutencdo dos equipamentos, o desenho
e estrutura da camara de defumacéo sao fatores importantes a seram considerados
(SINGH; VARSHNEY; AGARWAL, 2016; ROSE et al., 2015, ESPOSITO et al., 2015).

Uma nova variavel foi evidenciada em estudos com produtos defumados, o tipo
de invélucro de protecéo da matéria alimenticia. Um nimero expressivo de discussdes
tem sido publicadas, relativo aos principais aspectos da contaminacédo por HPA em
produtos carneos, e outros alimentos na historia do processamento por defumacao
(SINGH; VARSHNEY; AGARWAL, 2016; ROSE et al., 2015, ESPOSITO et al., 2015).

O tipo de defumacéo e a composi¢ao do defumado, o mecanismos de formacgao
e veiculacdo de HPA em alimentos, métodos analiticos para determinacdo desses
compostos tem sido amplamente estudados, além da determinacdo da concetracdo e
da presenca de HAP em produtos carneos em todo o mundo, bem como a sua
regulamentacao entre diversas organizacdes internacionais sdo temas frequetemente
encontrados na literatura cientifica (SINGH; VARSHNEY; AGARWAL, 2016;
LEDESMA, RENDUELES; DIAZ 2016).
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1.5 HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS (HPA)

1.5.1 Formacéao e caracteristicas quimicas dos HPA

Os HPA por serem compostos organicos que fluorescem, formados por dois ou
mais anéis aroméaticos fundidos, podem apresentar ou ndo substitutintes ou
ramificacdes nas cadeias dos anéis. Em temperatura ambiente estdo adsorvidos em
material sélido, podendo variar desde moléculas semi-volateis até moléculas com alto
ponto de ebulicdo, com elevada solubilidade em solventes orgéanicos que tende elevar-
se com o0 aumento da massa molecular e em agua séo insolaveis. Sado quimicamente
inertes no ambiente e estdo sujeitos a reacdes de fotodegradacao, reacdes oxidacao,
com nitracdo, com acido nitrico, 6xidos de enxofre, acido sulfurico, ozonio e radicais
hidroxila e alquila (PURCARO et al., 2013; REY-SALGUEIRO et al., 2008). A formacao

de HPA pode ser demonstrada através da Figura 3:

Figura 3 — Formacéao de Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos por meio da

pirolise

Pirdlise a 700 °C

-
mesln) — (] — CPA
seel

Fonte: Lopes e Andrade (1996 apud Agarcia et al. 2014).

Diversos estudos caracterizaram os HPA como ampla classe de compostos
gerados por acdo da pirolise de material organico, e com grande relevancia na
contaminacdo ambiental, encontrando-se frequentemente na fracdo organica de
material particulado pulverizado (ISHIZAKI et al., 2010; CARUSO; ALABURDA, 2008;
WHO, 1998; CIECIERSKA; OBIEDZINSKI, 2010).

Os HPA podem ser classificados também conforme o nimero de anéis

aromaticos. Aqueles com maior niumero de anéis aromaticos (4, 5 e 6 anéis), em geral



45

apresentam alta massa molar, caracterizando fontes de origem piroliticas, enquanto
que os HPA de poucos anéis aromaticos (2 e 3 anéis) sdo de baixa peso, e
caracterizam fontes diretas derivada do petréleo. Estes apresentam maior solubilidade
e potencial pouco menor de causar toxicidade aguda em organismos aquaticos
(ISHIZAKI et al., 2010; POLAKIEWICZ, 2008).

Além de serem formados por meio da pirolise de matéria organica, existem
mecanismos de origens diversas nao elucidadas completamente, porém sabe-se que
se desencadeiam através de reacdes de polimerizacao de radicais livres em multiplas
etapas, até produzirem anéis aromaticos condensados. A formacao destes compostos
depende de distintos fatores como tipo de concentracéo de substancias organicas na
massa bioldgica, oxigénio presente disponivel livremente, pressdo de vapor ideal e
aquecimento como forma principal de agitacdo molecular para formacéo de radicais
devido a cisdo inter e intramolecular. Dessa maneira a concentra¢cao de HPA aumenta
de forma linear com indices de temperatura entre 400 a 1000°C (CARUSO, 2008).

De acordo com Silvério, Barbosa e Pil6-Veloso (2008) espécies primarias sao
formadas com a pirdlise, essencialmente, sdo produtos de eliminacédo simples ou de
radicais formados por clivagem homolitica de ligacdes quimicas covalentes.

Silvério, Barbosa e Pil6-Veloso (2008) destacaram que se radicais dissiparem
rapidamente da zona de aquecimento, estes ndo permaneceram em um periodo
necessario para a rea¢cao com o material ndo-pirolisado ou entre si, evitando reacdes
secundarias indesejaveis. Nessas condicdes, o0s resultados sdo mais reprodutiveis, o
gue é ideal para analises quantitativas. Se o aquecimento for lento, ou as amostras
com grande extensdo de matéria organica estiverem disponiveis, existe a
probabilidade de substancias iniciais da pirélise (radicais) reagirem entre si ou com
outros compostos nao-pirolisados, a medida que se difundirem fora do material que
sofre 0 aquecimento.

Na degradacéo térmica de polimeros diversos e outras substancias organicas,
ocorrem trés tipos de reacdes de fragmentacao: a despolimerizacao, a cisdo aleatéria
de cadeia e as cisdes em cadeias laterais. O polietileno, como exemplo, ao ser
aquecido de forma constante, produz principalmente hidrocarbonetos em grande
guantidade, com diferentes niumeros de atomos de carbono. Na cisdo de cadeia
hidrocarbonetos poliméricos séo transformados em radicais terminais, podendo estes

serem estabilizados pela eliminacdo de um hidrogénio molecular proximo, formando
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assim um novo radical que também pode ser estabilizado de diversas maneiras, e
assim sucessivamente. A cisdo beta € o principal mecanismo de estabilizacdo dos
radicais. O processo acontece de modo continuo, resultando em hidrocarbonetos
saturados e insaturados, com uma ou duas ligacdes duplas (SILVERIO; BARBOSA;
PILO-VELOSO, 2008).

Grupos laterais das cadeias principais sdo modificados e separados, levando a
alteracdes na cadeia constituinte principal. Desse modo, consequéncias ocorrem
como, o rompimento de ligagcbes em altas temperaturas. A pir6lise do policloreto de
vinila, é o exemplo de maior frequéncia, na qual esse modo de degradacao acontece.
Nesse caso, ocorre a eliminacao de acido cloridrico (como grupo lateral), liberacao de
hidrogénio, acompanhada da clivagem da cadeia carbdnica (principalmente ciséo de
cadeia-B), com formagdo de compostos aromaticos, hidrocarbonetos diversos e
compostos volateis. (SILVERIO; BARBOSA; PILO-VELOSO, 2008; PERES,
VIALLON; BERDAGUE, 2001; RADOVIC; GOODACRE; ANKLAM, 2000).

Esses produtos foram caracterizados por pesquisadores, através da
Espectrometria de Massa (EM), em um laboratorio de analise de flavorizantes na
Franca, onde foram estudados compostos formados a partir da pirélise de matéria
organica em alimentos como o queijo. Outros estudos foram realizados para comparar
o “flavor” de produtos de degradac&o do mel, antes e apos a pirdlise. A técnica de EM
foi importante e eficiente na identificacdo de compostos formados através da pirolise,
e na determinacdo de substancias poliméricas (SILVERIO; BARBOSA; PILO-
VELOSO, 2008; PERES, VIALLON; BERDAGUE, 2001; RADOVIC; GOODACRE;
ANKLAM, 2000).

Simula¢cBes em escala laboratérial testada por Kmita et al. (2017), verificaram
a degradacéao térmica complexa de aglutinante comercial. A escolha de uma resina
como material base foi o fenol-formaldeido endurecido por uma mistura de ésteres
organicos. Os produtos de degradacao identificados obtidos durante as experiéncias
variaram de acordo com mecanismo utilizado para realizar a pirolise. Nos testes
denominado, lento, compostos simples tais como: CO, CO2, NHs, H20, fenol e metano
foram gerados. Durante a pirélise a (500, 700, 900 e 1100 °C) principalmente fenol e
seus derivados, metil e etil, bem como benzeno foram gerados, além de HPA diversos,

terem sido encontrados e determinados por Kmita et al. (2017), os produtos da pirélise
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formados em relagdo ao aquecimento, dependiam da temperatura e duragdo do
processo de degradacao.

A técnica de Pirdlise acoplada a Cromatografia em fase Gasosa e
Espectrometria de Massas CG-EM, segundo Le Quéré e Molimard (2002), tem sido
amplamante utilizada na caracterizacdo de compostos aromaticos, pois através dos
dados obtidos da analise sobre tais substancias foi possivel determinar a identidade
de queijos pelo sabor e odor gerados de tais produtos. Os autores relataram que a
producdo de substacias aromaticas caracteristicas de amostras de queijos foram
pirolizadas a 500°C.

Em pesqusisas com o polietileno de alta densidade e uma biomassa (amostras
de caule em po) verificou-se apds a pirdlise das matérias primas contendo material
organico e constitutivamente formados de hidrogénio e carbono, a formacao de
benzeno, tolueno, xileno, etilbenzeno, hidrocarbonetos e indeno (KMITA et al., 2016;
ZHANG et al., 2015).

No estudo constatou-se diferencas expressivas na concentragcdo dos
compostos formados, devido a diferenca de temperaturas testadas no pirolisador. De
acordo com a investigacao realizada, a 650 e 700°C observou-se por CG-EM grande
guantidade de hidrocarbonetos, olefinas e compostos aromaticos diversos, quando
comparados a outras tempraturas testadas, 500, 550, 600 e 800°C (KMITA et al.,
2016; ZHANG et al., 2015)

Na Tabela 4, em estudo realizado por Ledesma, Rendueles e Diaz et al. (2016)
sobre a presenca de HPA em alimentos, apresenta-se a descricdo de alguns destes
compostos identificados por nome, abreviacdo, massa molecular e estrutura quimica

conforme a Unido Europeia estabelece como principais a serem monitorados.
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Tabela 4 — ldentificagbes dos HPA: abreviacdo, massa molecular e estrutura

quimica.
HPA AB REVIAQAO MASSA MOLECULAR ESTRUTRA QUIMICA
. " 4 \>
Benzo[a] pireno BaP 252 ﬁ._} ()~
P s S,
Benzol[a] antraceno BaA 228 LM\_@
= 5
Benzo[b]fluoranteno BbF 252 C\%ﬁ
Benzolj] fluoranteno BjF 252 &;ﬁ:
Benzo[K]fluoranteno BKF 252 8‘.‘(;(:]
4
Benzo [ghi] perileno BghiP 276 '
Criseno Ch 228 (ﬂ\:)-:)
. . ¢ L T
Ciclopenta]cd]pireno CPP 226 -1
Dibenz[a,h]antraceno DBahA 278 QQQQQ
Dibenzo[a,e]pireno DBaeP 302 C@ig’}
\
Dibenzo[a,h]pireno DBahP 302 =
Dibenzo[a,i]pireno DBaiP 302 3=y
g _r'
Dibenzo[a,l]pireno DBalP 302
Indenol[1,2,3-cd]pireno IP 276 (@3
5-metilcriseno 5MeCh 242 QQ.Q

Benzojc]flureno BcF 216 %:Q

Fonte: LEDESMA et al., 2016
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1.5.2 HPA em alimentos

A ocorréncia de HPA tem sido observado em alimentos devido a poluicdo
ambiental (ROSE et al., 2015; WHO, 2005), sendo de maior frequéncia quando existe
0 processamento dos alimentos e o cozimento (assar, grelhar e fritar) (ZHANG et al.,
2010), com base nisso, diversos estudos tém voltado o foco quanto a presenca de
HPA em uma diversidade de matrizes alimenticias (VEIGA et al., 2014; SILVA et al.,
2011; MARTORELL et al., 2010; REY-SALGUEIRO et al., 2008).

O International Agency for Reseach on Cancer (IARC) publicou em anos
anteriores caracteristicas relevantes como fontes de exposicao dos HPA, no consumo
de certos tipos de alimentos como, cereais torrados e carnes grelhadas. Os niveis
analisados em alimentos, de benzo (a) pireno e de outros HPA produzem efeitos
carcinogénicos aos seres humanos. Sendo observado indicios significativos de que
alguns destes compostos, incluindo o benzo (a) pireno, induzem a formacgéao de
tumores no trato digestivo, quando administrados via digestiva em animais
experimentais (IARC, 2010).

Sabe-se através de pesquisas neste campo, que 0 processo térmico de alta
intensidade pode iniciar a pirdlise de compostos organicos gerando HPA em alimentos
ou devido a um efeito cumulativo de HPA presente na fumaca produzida por meio da
combustdo incompleta de diferentes agentes térmicos, o que é relevantemente
observado no processamento de carne quando se frita, assa ou tosta, colaborando
para a producdo de compostos tracos de alto grau mutagénico ou carcinogénico
(YEBRA-PIMENTEL et al., 2015).

Verificou-se na Holanda a presenca de dezessete HPA nos principais grupos
alimenticios que fazem parte da dieta da populagcédo, sendo a ingestdo de aguUcar e
correlatos uma das maiores fontes de HPA. Nesses produtos foi observada uma
elevada concentracéo de criseno, equivalente a 36 ug kg* (CARUSO e ALABURDA,
2008).

Andlises de dezesseis HPA em aguardente da cana revelaram resultados
indicativos da presenca de HPA, em concentracdes variaveis em grupos de amostras,
0S compostos aromaticos encontrados em maior concentracdo foram antraceno,
pireno, benzo (a) antracito, crise no, benzo (g, h, i) perileno e benzo (a) pireno
(BETTIN; FRANCO, 2005).
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A presencga de HPA em queijos dos mercados da llha da Espanha, foi avaliada
por pesquisadores em alimentos que perceberam uma concentragdo moderada em
54 amostras de queijo, cujo composto predominante foi o0 benzo (a) pireno de 4,8 mg
g!, aproximadamente o dobro da concentracdo pesquisada em amostras de leite
(LUZARDO et al., 2014).

A identificacdo da presenca de HPA em queijos defumados realizada por Gol
et al. (2015), demonstraram que o processo de defumacao determina a caracteristica
de sabor, odor, cor e textura de varios tipos de queijo. Entretanto, nesse processo ha
varios fatores que podem afetar e potencializar a formacdo de HPA, como a
temperatura, o tipo de combustivel, a concentracdo de oxigénio livre e o tipo de
defumacado (OZCAN et al., 2011; ESPOSITO et al., 2015).

Existem evidéncias da presenca HPA em queijo Circassiano defumado e néao
defumado disponiveis em mercados turcos. Os HPA de maior predominancia e de
maior concentracdo foram naftaleno e acenafteno. Ja o benzo (a) pireno, foi
encontrado em 90% e 30% das amostras de queijo defumado e ndo defumado,
respectivamente (GUL et al., 2015).

A determinacéo da concentracdo de em amostras de queijo defumado Herrefio
foi demonstrada pela comparacdo com amostras de queijo ndo defumado. Em tal
estudo avaliou-se a interferéncia da altura em que 0s queijos permanecem nos
defumadores. Foram detectados nos queijos defumados benzo (a) antracito, crise no
+ trifenileno em todas as amostras defumadas e especialmente naquelas onde os
queijos foram colocados exatamente na pluma da fumaca (GUILLEN et al., 2011).

De acordo com Luz et al. (2016), foi demonstrado limites da presenca de HPA
em diversos alimentos e agua em paises Europeus, nos Estados Unidos e no Brasil,
0s quais foram estipulados por sua respectivas agéncias reguladoras ambientais e

sanitarias, conforme mostrado na Tabela 5.
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Paises HPAs Limite Alimento
(1) Alemanha, Austria, Bla]P 1ua k - Alimentos defumados
Republica Tcheca, Ha-Kg
Eslovaquia, Italia e Polénia
(1) Alemanha (Germany society HPAs totais/HPAs de 2500k - Alimentos defumados
for fat Science) massa molecular Hg-KQ
elevada i
e 5ug kg
(2) Italia (ltalian minitry of I[1,2,3-¢,d]P, B[g,h,i]P, 2 uak ! o Residuos de dleo de
health) e Espanha (Conci BlelP, B[b]F, BlalA, HOXg oliva
regulation, ordem 25 de julio  B[K]F, B[a]P, e DB[a,h]A A
2001) 2=5 g kg
(3) Unido europeia (Directive B[b]F, B[K]F, B[g, h,i]P e 100ng.L” Agua potavel
98/83/EC) I[1,2,3-¢,d]P
(4) Unido europeia (Directive Bla]P 10,0ng.L" Agua potavel
98/83/EC)
(5) Uniao europeia (Directive Bla]P i Alimentos defumados
83/388) 0.03ug kg
(6) EUA (Snack food Bla]P 10uak ! Aromas, aromatizante e
association, SFA) BlajA HO-Xg condimentos
-1
20pg kg
(7)Brasil B[a]P 0749 ng Agua envasada

Fonte: Venturini Filho (2011 apud Luz et al. 2016).

Os HPA ao serem formados durante o processamento industrial e doméstico
de alimentos, na forma de churrasco, defumacédo, secagem em alta temperatura,
assar, cozinhar, fritar ou grelhar, bem como no processo direto de aquecimento
utilizado na producao de alguns 6leos de origem vegetal e, em particular, o 6leo do
bagaco da azeitona (extrato da pasta de azeitona apds prensagem inicial), podem
resultar em niveis elevados de HPA. Medidas de controle adequadas podem evitar a
formacao destes compostos, juntamente com a conscientizacdo sobre o modo como
os HPA séo formados em alimentos (FSAI, 2015; IARC, 2012).

Niveis maximos (NM) de HPA foram estabelecidos em determinados alimentos,
por exemplo, em carnes defumadas, produtos carneos defumados, peixes e
derivados, Oleos e gorduras, através do Regulamento da Comissdo Européia n.°

1881/2006, fixando portanto, niveis maximos de contaminantes quimicos nos géneros
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alimenticio. Essa medida foi realizada a fim de reduzir os efeitos adversos sobre a
saude dos consumidores de tais produtos (FSAI, 2015).

A Food Safety Authority of Ireland (FSAI), demonstrou que os NM de HPA néo
estdo sendo excedidos, conforme rotinas de vigilancia em alimentos. Segundo ela, e
outros organismos responsaveis pela seguranca alimentar irlandesa, incluindo o
Servigo de Saude Ambiental, e analistas de laboratérios publicos do Health Service
Executive (HSE) e o Instituto Maritimo, verificagcdes regulares dos niveis de HPA na
cadeia alimentar sdo realizadas com periodicidade. Os resultados dessas verificacdes
revelaram que os niveis de HPA em alimentos na Irlanda s&o geralmente baixos e,
séo considerados como de menor risco a saude para o consumidor irlandés, embora
ocasionamente tenha sido observado elevados niveis em alguns alimentos (FSAI,
2015).

Em pesquisas realizadas com extratos de azeite virgem relatadas por Moret e
Conte (2000), concentracdes consideraveis de HPA foram quantificadas. O método
utilizado pelos autores permitiu a analise direta de amostras de 6leo apos diluicéo
simples com pentano para evitar a sobrecarga da coluna de Cromatografia Liquida
(LC) com triglicerideos. De acordo com os autores, os limites de deteccdo de varios
HPA ficaram cerca de 20 ppb no modo de varredura completo e cerca de 0,5 ppb com
monitoramento seletivo de ions.

De acordo com estudos recentes, os HPA podem estar presentes como
poluentes organicos persistentes em varios alimentos como é possivel observar na
Tabela 6:
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Tabela 6 — Quantificagcbes recentes de HPA em alimentos citados em diversos

estudos.
) - N (amostras )
Matriz HPA Quantificacdo ) Citado por
analisadas)
. 17,88 ug kg* - 38,23
Oleos de canola, 13 HPA + 1
girassol e milho  (AHPA-USEPA) Mg kg 70 amostras MOLZLOEl $t al.,
Peixe, carne

T i 36,51 ug kgt a ZACHARA,

bo(\jner;ine];rj%r;go (4 HPA-USEPA) 73,01 pg kg 120 amostras GALKOWSKA e

JUSZCZAK, 2017

Papas Industrias

(prontas para ﬁi:%&ééég 1 ug kg*=7,5 ug kg* g?nigstc: : HUERTAS-
criancas) PEREZ, 2015
Frutas e vegetais 16 HPA 0.466-0.751 ng g 80 amostras
crus Halogenados WANG, 2018
20 amostras de
Leite 14 HPA + 52.25 ug kg™ diferentes ~ SANTONICOLA et
(4HPA-USEPA)
marcas al., 2017
20% da colheita
Arroz polido ou 9 HPA 15,9 ug kgte de Puita -RS BERTINETTI et
com casca 45,7 ug kgt Umidas apos al., 2018
irrigacao
Milho,
processado por 1.0 ygkg'a6.8yg  30g de 22 sacos
processo de 7 HPA kgt de toda colheita  DE LIMA, 2017
secagem ou 9 ’
torra
Canes bovina e i 0,09 ug kg* - 0,21
suina grelhada 4 HPA-USEPA ug kgt 6kg LEE et al., 2016
Salsicha
x 16 HPA + (4 0,0003 ng kgt - 10 g de 50 kg de
defumada e nédo 1 MALARUT e
defumada HPA-USEPA) 0,0015 ng kg amostras VANGNAI, 2018
17 HPA + as 8 amostras em
Queijo Herrefo formas 33.65 ug kg diferentes GUILLEN et al.,
isoméricas alturas 2011
Queijo (4 HPA-USEPA) 4.4ug kg e
Mozzarella + BKE. dBahA 26,2 ug kg (4HPA- 50 amostras ESPOSITO et al.,
’ USEPA) 2015
-1
Guarana em pé 16 HPA 0.642 ug kg~ a 2 Kg

2.32 ug kgt

VEIGA et al., 2014

Nota: *4 HPA-USEPA (BaA, Cry, BbF e BaP), sdo aqueles com maior probabilidade de serem
carcinogénicos citados pelo IARC e pela USEPA como prioridade para 0 monitoramento em alimentos.

Fonte: Dados da pesquisa bibliografica, 2018.
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Os limites estabelecidos no regulamento n.° 1881/2006 s&o apresentados na

Tabela 7. Outros grupos de alimentos atualmente, estdo em discussdo. Em 2017, a

CE declarou pretender reavaliar a situacdo com base nas informagfes disponiveis

afim de resultar em uma lista mais detalhada dos niveis de HPA em produtos

defumados (FSAI, 2015).

Tabela 7 - Niveis maximos de HPA em determinados alimentos, conforme

Regulamento n° 1881/2006 da CE.

Nivel
Produto alimenticio HPA Méaximo
g Kg™*
Alimentos dietéticos para fins médicos especiais Benzo (a) pireno 1,0
destinado a bebés Y 4 HPA 1,0
Oleos e gorduras, exceto manteiga de cacau e 6leo de Benzo (a) pireno 2,0
c6co destinado ao consumo ou uso humano direto ou 2 4 HPA 10,0
como ingrediente em alimentos
Produtos derivados do cacau Benzo (a) pireno 50
Z 4 HPA 30,0
Oleo de coco destinado ao consumo humano direto Benzo (a) pireno 2,0
ou use como ingrediente em alimentos > 4 HPA 20,0
Carne defumada e produtos a base de carne defumada Benzo (a) pireno 2,0
5,0
Z 4 HPA 30,0
12,0
Carne de peixe e crustaceos defumados, caranguejos Benzo (a) pireno 2,0
(Brachyura, Anomura) e moluscos 5,0
Z 4 HPA 12,0
30,0
Espadins defumados enlatados, molusco (frescos, Benzo (a) pireno
refrigerados ou congelados), carne processada 50
termicamente 2 4 HPA 30,0
Moluscos bivalves Benzo (a) pireno 6,0
2 4 HPA 35,0
Alimentos a base de cereais processado; Alimentos para Benzo (a) pireno 1,0
bebés, lactantes e criangas pequenas > 4 HPA 1,0
Férmulas infantis, incluindo leite infantil Benzo (a) pireno 1,0
2 4 HPA 1,0

Fonte: FSAI, 2015.

1.5.3 Toxicidade dos HPA

Os HPA por incluirem compostos que variam quanto ao massa molar e

nameros de anéis aromaticos condensados, podem ser divididos em fluorescentes
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(partindo do naftaleno ao benz (a) antraceno) e os de maiores massas, como do benz
(a) antraceno em diante. O perigo de contaminagdo por estes compostos tem
importancia especial em alimentos gordurosos tais como queijo e 6leos, devido a
caracteristica lipofilica desses contaminantes (GUILLEN et al., 2011; BARRANCO et
al., 2003).

Grande parte dos HPA liberados no meio ambiente ocorrem por intermédio dos
processos antrépicos, como a queima induzida de carvao, madeira, lixo municipal,
emissdes de industrias (como por exemplo do: aluminio, petréleo), e atividades
domésticas (EL-SHAHAWIA et al., 2010).

Dados importantes relatados pela Organizacdo Mundial de Saude revelam a
presenca de HPA no organismo humano por serem altamente lipofilicos, esses
compostos sao dissolvidos rapidamente e transportados por lipoproteinas das
membranas celulares (WHO, 1998).

Por esse motivo, a distribucéo tecidual de tais substancias é ampla, podendo
ser encontradas em varios 6rgaos, e mais precisamente em tecido adiposo e no trato
gastro-intestinal, devido a reabsor¢cdo do produto na excrecdo hepatobiliar.
Informacdes do mesmo 6rgéo indicam que os HPA podem causar efeitos sistémicos
no organismo como, anemias agudas, nauseas, vomitos, disturbios neuroldgicos,
letargias e dermatites diversas (WHO, 1998).

As exposi¢cdes ocupacionais como por exemplo, a inalacdo e a absorcao
cutanea sao as principais vias de exposicéo. Estudos apontam exposicdo de humanos
a HPA, como as principais meios, a inalacdo da fumaca do cigarro e de poluentes
atmosféricos das grandes cidades, e pela ingestdo de agua e alimentos (DOMINGO;
NADAL, 2015; NARDOCCI, 2010).

Andlises realizadas em produtos de origem aquatica identificaram 12 HPA
dentre eles, o benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, dibenzo(a,
h)antraceno, benzo(g,h,i)perileno, fluoranteno, antraceno, benzo(a)antraceno,
criseno, fluoreno, fenantreno e pireno. Foi demonstrado o nivel de contaminacao
desses compostos nos produtos avaliados utilizando-se a técnica de Cromatografia
Liquida de Alto Performace com Detector de Fluorescéncia (CLAE-DF) (ZHANG et al.,
2010). Sendo o benzo(a)pireno (BaP) indicado como cancerigeno ao homem pela

International Agency for Research on Cancer (IARC, 2012).
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A United States Evironmental Protection Agency (USEPA) tem priorizado uma
regulacdo e monitoramento de 16 HPA como poluentes importantes, dos quais, sete
HPA sao conhecidos como agentes carcinogénicos, e 4 HPA com prioridade para
serem monitorados. A Agéncia ressalta ainda, HPA que podem ser classificados como
poluentes organicos persistentes e bioacumuladores (PARRISH et al., 2006).

A Comissao Europeia (CE) conjunto a Agéncia Europeia em Seguranca de
Alimentos (EFSA) solicitou que reexaminasse o parecer do Comité Cientifico de
alimentacdo Humana (CCAH), para que fossem levados em consideragcdo novos
dados sobre a ocorréncia de informacdes cientificas pertinentes, bem como a
abordagem da margem de exposi¢cdo (ME) de BaP e outra HPA ((EFSA, 2015).

O pedido dos érgaos ressaltara a importancia do monitoramento de 4HPA como
prioridade, e que estes ndo fossem, mas avaliados juntamente com BaP,
desconsiderando este como marcador da espécie quimica, ja que estudos do Comité
Cientifico consideraram exposi¢cdo humana por cada HPA com riscos individuais para
ocasionar o cancer, bem como toxicidade particular independente da presenca do BaP
(EFSA, 2015; 2011).

O fato da presenca dos HPA no ambiente em concentracdes infimas, foi
relatado por diversos estudos em epidemiologia constatando-se que grande parte
desses compostos sdo mutagénicos, sendo também considerados potencialmente
genotdxicos e carcinogénicos para os humanos (BRODY et al., 2007; LEE e SHIM,
2007; YOON et al., 2007).

Organizacgdes e agéncias de investigacdo ambiental consideraram a partir de
2001, 16 HPA que sugerem prioridade e atencdo como poluentes ambientais. Alguns
desses compostos tém sido relacionado ao cancer de pulméo em trabalhadores
expostos a fumaca de escapamento proveniente da combustdo do diesel, em contato
com forno de cozimento a base de combustivel derivado do petréleo e do carvao
vegetal (IARC, 2012; WHO, 1998; TFOUNI, 2005).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) publicou informacfes referentes a
avaliacao realizada pelo JECFA (Comité Conjunto FAO/OMS de Peritos em Aditivos
Alimentares), relatando que 13 HPA sdo compostos com evidéncia de atuacéo
carcinogénica e genotdxica, incluindo: benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno,

benzo(j)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, criseno,



57

dibenzo(a,h)antraceno, dibenzo(a,e)pireno, dibenzo(a,h)pireno, dibenzo(a,i)pireno,
dibenzo(a,l)pireno, indeno(1,2,3-c,d)pireno e 5-metilcriseno (WHO, 2005).

A ocorréncia domeéstica e industrial de HPA nos alimentos, deve-se as técnicas
de preparacdo e processamento de alimentos ou a entrada na cadeia alimentar
quando culturas ou plantas sdo cultivadas em solo contaminado. Também séo
evidenciados, formas de vida marinha como 0s peixes vivos em aguas contaminadas
(HUANG; PENNING, 2014).

Os metabdlitos de HPA denominados, adutos de acido desoxirribonucleico
(DNA-HPA), sdo geralmente detectados por Cromatografia Liquida acoplada
Espectrometria de Massa ou a imunoensaios diversos. Os riscos significativos de
cancer tém sido amplamente aceitos como indices preocupantes de saude publica,
associados aos alimentos contaminados com HPA. Estudos toxicologicos
demonstraram certos HPA geradores de efeitos mutagénicos, genotoxicos,
teratogénicos, imunotoxicos, causadores de doencas cardiovasculares e neurolégicas
(HUANG; PENNING, 2014).

A literatura cientifica tem demonstrado que a resposta inflamatoria e oxidativa
ao estresse, medeiam os resultados adversos relacionados a obesidade e doencas
degenerativas (ESSER et al., 2014). Além disso, a inflamacao sistémica persistente
relacionada a obesidade abdominal pode contribuir para o desenvolvimento da
resisténcia a insulina e disturbios metabdlicos, condicfes agrvadas pela presenca de
HPA (KIM et al., 2013; ALSHAARAWY et al., 2013).

Os HPA por serem POP, quando liberados da queima doméstica de carvao e
madeira, da fumaca do tabaco e 6leo de cozinha, podem ser a causa do elevado
numero de casos de doencas metabdlicas (MATSUDA; SHIMOMURA, 2013; KHALIL
et al., 2010).

Estudos experimentais demonstraram que a exposicdo crénica aos HPA pode
aumentar o risco de desenvolvimento do Diabetes tipo 2, por induzir a producao de
citocinas pré-inflamatérias sobre as células beta-pancreaticas. Esse fator €
desencadeado pelo aumento do risco de doencas metabdlicas, o que foi constatado
na identificacdo do subproduto do metabolismo dos HPA, os monoidroxi-HPA (OH-
HPA ou 1-OH-HPA), ligados a ocorréncia do Diabetes (HOU et al., 2017; HOU et al.,
2016; ALSHAARAWY et al., 2014; KIM et al., 2013; ALSHAARAWY et al., 2013).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123786128002122
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123786128002122
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123786128002122
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123786128002122
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A facilidade do organismo humano de absorver os HPA deve-se principalmente
a composicdo das membranas biologicas, as quais possuem carater anfétero, mas
gue em sua camada exterior interagem mais facilmente com substancias lipofilicas,
como os hidrocarbonetos (HOU et al., 2017; GACIA et al., 2014).

O acumulo desses compostos em figados de peixes, em glandula digestiva de
crustaceos, anelideos e moluscos, e em diversos 6rgdos de mamiferos e no homem
foram citados em diversos estudos. Para que HPA exercam efeitos toxicos, faz-se
necessario que estes sejam metabolizados (HOU et al., 2017; GACIA et al., 2014)

Na biotransformacdo os HPA tornam-se hidrofilicos, e geram outras
substancias como subprodutos de alta reatividade, formando epodxidos, di-idrol
gerando quinonas, grupos alquilicos radicalares com carbocétions, ésteres benzilicos,
tornando possivel a interacdo com substratos enddégenos como, enzimas
catalisadoras de reacéo de sintese de membranas de diversos tecidos e na ligacéo
com as bases nitrogenadas do DNA, bem como em receptores hormonais (GACIA et
al., 2014)

Os HPA e seus derivados precisam de ativacao prévia das enzimas citocromo
P450 do figado no organismo humano. Essa ativacdo gera substancias capazes de
reagir com diversas macromoléculas, causando injuria tissular, lesdo por processos
inflamatorios, disturbios imunolégicos e enddcrinos (COSTA, 2001).

Em estudo sobre o Diabetes e a exposicéo de ratos aos HPA, verificando-se
nesse caso, a relacao do diabetes com a exposicéo cronica pelo ar. Os resultados
levantaram a hipotese da necessidade de desenvolver medidas de controle para
reduzir o risco ao diabetes e obesidade central em individuos expostos ao alto nivel
de poluicao, na qual se presencia os HPA (HOU et al., 2017).

Segundo Yebra-Pimentel et al. (2013) o indice de absorcdo de HPA se deve
principalmente ao tamanho da molécula (quanto maior o nimero de anéis aromaticos
condensados), ao coeficiente de particdo (lipofilico-hidrofilico), a solubilidade em
liquidos biologicos, a presenca de suco biliar no intestino, a dose ingerida e o contetdo
lipidico da dieta, sugerindo portanto, um ciclo entero-hepatico desses compostos.
Conforme Yebra-Pimentel et al. (2013), avaliando-se a biodisponibilidade dos HPA
ingeridos com alimentos de forma experimental, demonstrou-se um aumento na faixa

de 20-50% na circulacao sistémica de ratos.
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Com aumento do conteddo de componentes lipofilicos nos alimentos, a
absorcédo de HPA no trato gastrointestinal varia por espécies, nos casos de animais
testados de forma controlada em laboratério como relatado Yebra-Pimentel et al.
(2013) e Agarcia et al. (2014).

O benzo (a) pireno parece ser absorvido numa relacdo diretamente
proporcional aos alimentos com carater de maior lipofilicidade, o que n&o foi
evidenciado com outros HPA (AGARCIA et al., 2014; YEBRA-PIMENTEL et al., 2013,
SHAHAWI et al., 2010).

A complexidade que envolve a interagdo dos HPA com organismo e seus
prejuizos causadores pela toxicidade, levados por uma exposi¢cdo cronica a esses
compostos, tem sido amplamente investigada, apesar de nenhum método ainda ter
sido padronizado para o monitoramento biologico em seres humanos (GROVA et al.,
2017; DUEDAHL-OLESEN, 2013).

Testes em laboratoriais, revelaram a presenca de 8 metabdlitos na forma tetra-
hidroxila de HPA (tetra-OH-HPA) ligados ao DNA, e de pelo menos 23 destes em ratos
de uma mesma espécie expostos a misturas de HPA. Os metabdlitos identificados por
cromatografia em fase gasosa estavam diretamente relacionados ao fenantreno,
criseno, benz(a)antraceno e benzo(a)pireno, enquanto o tetra-OH-HAP em 3 outros
(antraceno, fluoranteno e benzo(k)fluoranteno). Ndo foram identificados claramente
metabolitos tetra-hidroxila para naftaleno, fluoreno, benzo(b)fluoranteno, benzo(g,h,i)
perileno e dibenzo(a,h)antraceno, os quais podem ser potencialmente toxicos
(GROVA et al., 2017; DUEDAHL-OLESEN, 2013).

Estudos realizados pelos 6rgédos FSAI (2015) e IARC (2010) concluiram que o
benzo(a)pireno foi o causador de tumores em todas as espécies testadas em
laboratério (ratos, camundogos, hamster, cobaias, coelhos, patos, cabras e
macacos). Os dados foram evidenciados pela exposi¢do em distintas vias de absorcéo
(oral, dérmica, inalacdo, intratraqueal, intretecal, intrabronquial, subcutanea,
intraperitoneal, intravenosa).

O benzo(a)pireno desmontrou ter um efeito carcinogénico tanto local como
sistémico, indicando iniciar a carcinogénese pela exposicdo cutanea em ratos, e por
dose Unica oral em estudos de acompanhamento pré-natal e transplacentario dessas
espécies (IARC, 2010)
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Agarcia et al. (2014) explicaram que a ativagcdo enzimatica dos HPA, através
do processo de oxidagdo seguido de hidrdlise. A formacédo de diol-epdxidos foram
considerados como mecanismos e rotas metabdlicas mais aceitas nas literaturas
cientificas.

A absorcdo dos HPA pelas células, é seguida por oxidagdo enzimatica
realizada pelo sistema de monoxigenases, com posterior conversao em di-hidrodiois
e diol-epoxidos ao reagirem com o DNA, gerando formas genotoxicas ativas. Quatro
mecanismos foram propostos na ativacao enzimatica dos HPA: processo de oxidacdo
seguido de hidrolise com a formacdo de diol-hepéxidos, producdo de radicais
catibnicos, hidrogenacdo enzimatica de metabdlitos di-hidrodiois produzindo
quinonas, e a formacéao de ésteres benzilicos, por meio de uma série de reacbes de
substituicdo nucleofilica e eliminagéo eletrofilica (AGARCIA et al., 2014)

De acordo com a Figura 4 é possivel perceber as interacbes e mecanismos
relatados por Agarcia et al. (2014). Os HPA no organismo, e portanto, as rea¢des que
formam adutos de HPA com o DNA:
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Figura 4 — Metabolismo e interacdo de HPA.

a) Mecanismo por formagao de diol-epéxido:
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Fonte: Harvey (1996 apud Agarcia et al. 2014).

O aumento da concentracdo e da massa molar dos HPA (os que possuem um
namero maior que 4 anéis aromaticos) sdo mais estaveis e toxicos, principalmente os
associados as particulas no ar se devem aos maiores preocupacoes e estudos. Os
HPA solaveis em lipideos (gorduras diversas) sao essencialmente insolUveis em
sistemas aquosos e quimicamente inertes. A solubilidade em sistemas aquosos
diminui com o0 aumento da massa molar ou da condensacdo dos aneis aromaticos. A

pressdo de vapor para HPA € baixa e diminui com o aumento da molécula. O
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coeficiente de particdo em octanol-dgua possuem diferengas significativamente
elevadas, indicando um potencial de adsor¢éo parcialmente aumentado em particulas
suspensas no ar, nha agua e de bioacumulacdo em organismos vivos (YEBRA-
PIMENTEL et al., 2013)

Conforme evidéncias relatadas por Duedahl-Olesen (2013) e Yebra-Pimentel
et al. (2013), a bioacumulacdo dos HPA tem sido vastamente estudada, visto que,
trata-se de mescanismos complexos e diversos, refletindo na forma como o homem
contamina-se com essas substancias, e consequentemente na evolului para os
processos de toxicidade.

De acordo Duedahl-Olesen (2013) e Agarcia et al. (2014), os alimentos podem
ser contaminados por HPA presentes no meio ambiente, isto é, os HPA podem
depositar-se sobre particulas, e dessa forma, permanecerem por exemplo em
sementes de graos e vegetais.

Segundo a pesquisa de Duedahl-Olesen (2013), subsutancias como diuversos
HPA acumulam-se na superficie cerosa de vegetais e frutas. Para a contaminacao de
vegetais distintos, € possivel que absor¢éo seja do solo, modo esse, mais contraditério
e pouco claro, embora estudos ambientais demonstraram que os HPA se ligaram a
particulas de tamanhos variados no solo, sementes de cacau, na secagem de asfalto,
em betumes expostos ao sol, ou pelo uso de processos de secagem direta em
alimentos, podendo resultar na contaminacdo do produto final destinado ao homem
apos a ingestao.

Phillips et al. (2015) testaram a genotoxicidade pela expressédo de enzimas
hepaticas, e a formacéo de subprodutos do metabolismo. Uma mistura complexa de
HPA com fracbes neutras de substancias foi injetada via intravenosa em
camundongos B6C3F1. Os HPA utilizados na injecdo assemelham-se aos produtos
de combustdo incompleta de madeiras recicladas, mimetizando efeitos de sete HPA
incluindo o benzo(a)pireno.

Na investigacdo de Phillips et al. (2015) foram determinados adutos de DNA
gue causaram o0 aumento da incidéncia de tumores diversos em camundongos
machos. O estudo incluiu trés diferentes doses de misturas quimicas de HPA. Os
valores dos picos sanguineos de adutos de DNA (HPA-DNA) foram observados ap6s
24 horas de intervalo. Os niveis mais altos de adutos de HPA-DNA foram exibidos em

ratos administrados com BaP, assim como a maior incidéncia de tumor e mortalidade
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observada nos grupos sque receberam doses de BaP. Os niveis de aduto de DNA
apos trés semanas foram significativamente correlacionados com mortalidade animal,
e a incidéncia de tumores totais incluindo o de figado e pulm&o. Entretanto, apenas
adutos de DNA hepatico apos 7 dias correlacionaram-se relevantemente as misturas
de HPA como carcindbgenos humanos.

Compostos carcinogénicos estruturalmente diversos ligam-se covalentemente
ao DNA formando adutos, se ndo reparados ou destruidos pelo organismo, provocam
mutacdes inicialmente relacionados apenas a compostos exdégenos (CARVALHO,
2009).

Phillips et al. (2015), Agarcia et al. (2014) e Duedahl-Olesen (2013), em seus
trabalhos relataram os mesmos HPA, (benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno, criseno e
benzo(b)fluoranteno), como principais causadores de carcinogenicidade tanto em
humanos como em animais. O poonto em comum entre os autores foi a relevancia
abordada ao risco provavel de causar tumor, ndo s6 em tecidos hepaticos, digestivos
e pulmonar, mas em outros tecidos, orgaos, além da probabilidade de desrregular
mecanismos bioquimicos diversos, incluindo o metabolismo do DNA, como o principal.

A United States Environmental Protection Agency (USEPA) adicionou em seu
regulamento um teste com receptor quimico, que pode mediar quase todos os efeitos
biologicos e toxicos de tetraclorodibenzodioxina (TCDD) e DLCs (compostos de tipo
dioxina) e diversos poluentes organicos peristentes. No regulamento europeu sobre
0s compostos semelhantes a dioxinas, o CE n°® 1881/2006 da Comisséo, valores do
Fator de Equivaléncia de Toxicidade (FET) proposto foi variado em 1 a 0,00003 ug
Kg?! (uma faixa significativa de 33,333 entre os valores mais baixos e os mais altos).
Nota-se no documento da WHO, que o conceito de FET néo foi aplicado aos HPA,
bem como a soma dos quatro congéneres de 4HPA(Criseno Benzo(b)fluoranteno,
Benzo(k)fluoranteno, Benzo(a)pireno), e atualmente dos 8HPA (Benzo(a)antraceno,
Criseno Benzo(b)fluoranteno, Benzo(k)fluoranteno, Benzo(a)pireno,
DiBenzo(a,h)antraceno, Benzo(g,h)perileno, Indeno(1,2,3-c,d)pireno, sugeridos pela
autoridade sanitaria internacional como prioridade no monitoramento de seus niveis a
serem encontrados em alimentos (WHO, 2016).

A United States Evironmental Protection Agency subestimou a toxicidade do
HPA em comparacdo com B (a) P. O estudo de Nisbet e Lagoy (1992), compara a

toxicidade do B (a) P com outros HPA. Portanto, eles relatarm que diversos HPA


https://www.epa.gov/
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possuim toxidade muito proxima quando comparados aos efeitos do B(a)P. O que
permitiu a estes pesquisadores realizar uma classificagdo mais fidedigna com base
no valor do FET dos HAPs. A USEPA em 2010 ndo considerou esse parametro de
toxicidade no documento oficial CE n°®1881/2006 quanto ao valor de FET para tais
compostos (USEPA, 2010)

Somente em 1992, em Massachusetts, pesquisadores atribuiram valores de
FET para HPA. O estudo relacionou tanto poluentes organicos persistentes, incluindo
os HPA, que atualmente sdo prioridades para o monitoramento da OMS e outros
orgdos, como correlacionaram valores as possiveis misturas de HPA, classificados
como carcindégenos, possiveis carcindbgenos, provaveis carcinbgenos e nao
carcinogénicos ao homem (NISBET; LAGOY, 1992).

Diante desse estudo, Nisbet e Lagoy (1992) reuniram as informacdes e
puderam ser visualizadas nas Tabelas 8 e 9 com o intuito de demonstrar a relacéo do
FET dos HPA individualmente com os indices percentuais de causar cancer, e 0s

valores da dose para que tais compostos induzam a carcinogénese.



Tabela 8 — Nivel da dose e o indice de tumores provocados em ratos.

Substancias Grupo por Nivel da dose Incidéncia
dose (ug/ tratamento) de Tumor

Grupo A Al 3,12 9%

Benzo(a)pireno A2 6,25 35%

A3 12,5 51%

A4 25 57%

A5 50 77%

A6 100 83%

Grupo B B1 2,35 37%

diBenzo(a,h) antraceno B2 4.7 39%

B3 9,3 44%

B4 18,7 56%

B5 37,5 65%

B6 75 69%

Grupo C C1l 270 6%

Benzo(a)pireno (0,8%), C2 550 8%

Benzo(a)antraceno (1.1%), C3 1100 6%

Fenatreno (46%), Cc4 2200 4%

Antraceno(11%), Pireno(0,1%), C5 4400 13%

Benzo(g,h)pireno(5%), C6 8800 5%
Coroneno(1,1%).

Grupo D D1=A1+B1 5,5 48%

D2=A2+B2 11 44%

D3=A3+B3 22 61%

D4=A4+B4 44 68%

D5=A5+B5 88 69%

D6=A6+B6 175 79%

Grupo E E1=C1+D1 280 41%

E2=C2+D2 560 55%

E3=C3+D3 1120 61%

E4=C4+D4 2240 2%

E5=C5+D5 4500 68%

E6=C6+D6 9000 82%

Fonte: Nisbet; Lagoy, 1992.

65



66

Tabela 9 — Fator de Equivaléncia de Toxicidade propostos individualmente por
HPA e classificagcdo carcinogénica segundo critérios da USEPA.

HPA TEF USEPA (1984)
Benzo(a)pireno *5 1
Dibenzo(a,h)antraceno 1 1
Benzo(a)antraceno 0.1 1
Benzo(b)fluoranteno 0.1 1
Benzo(k)fluorantheno 0.1 1
Indeno(1,2,3-c,d)pireno 0.1 1
Acenafteno 0.01 0
Acenaftileno 0.01 0
Antraceno 0.01 0
Benzo(g,h,i)perileno 0.001 0
Criseno 0.001 1
Fluoranteno 0.001 0
Flureno 0.001 0
2-metilnaftaleno 0.001 0
Naftaleno 0.001 0
Fenantreno 0.001 0
Pireno 0.001 0

*O TEF = 1 possui maior relagdo com altas doses de Dibenzo(a)antraceno, mas o TEF =5 é
considerado mais provavel ao aplicar-se as exposi¢cdes ambientais (indice de incidéncia de
tumores relacionados as subtancias quimicas menor que 25%).

Fonte: Nisbet; Lagoy, 1992.

O painel sobre Contaminantes Ambientais (CONTAM) da EFSA explorou um
critério importante na determinacgéo da toxicidade dos HPA, o fator de equivaléncia de
toxicidade (FET) para a caracterizacdo dos risco de misturas ou somatélrio dos HPA
em alimentos (EFSA, 2015)

Em comparacdo com outros compostos, a agéncia ambiental americana
USEPA concluiu que a inclusdo das classificacbes e valores de FET ndo sao
cientificamente valida para HPA, devido a falta de mais dados e estudos que provem
a carcinogenicidade oral dos HPA nas suas formas individuais. Além disso, com base
nos valores FET atualmente proposto, a falta de novas investigacdes que expliquem

suas distintas formas de acdes e a previsdo da poténcia cancerigena das misturas



67

de HPA, foi o principal motivo de n&o aplicar o FET como parametro de avaliagdo dos
HPA na documentacao técnica CE n°1881/2006 (WHO, 2016; EFSA, 2010).

Os FETs da Tabela 9 indicam a poténcia carcinogénica de cada composto em
relagcdo ao benzo(a)pireno. Multiplica-se portanto, a concentragéo verificada de HPA
individualemente pelo FET indicado na concentracdo de produtos quimicos em termos
equivalentes ao B(a)P. Por exemplo, multiplica-se a concentracdo de
Benzo(a)antraceno de 170 ug kg™, quantifcados em determinada amostra pelo FET
(0,1), o equivalente de Benzo(a)pireno sera a concentragdo de 17 ug kg na amostra.
Uma relacéo util para identificar concentracdes e classificar o potencial carcinogénico
de HPA (LEE et al., 2018; NISBET; LAGOY, 1992).

1.5.4 Analise quimica de HPA em alimentos

Muitos autores tomam como base, métodos de extracdo envolvendo etapas
de saponificacéo, extragdo com cicloexano, por particdo liquido-liquido com N, N-
dimetilformamida-agua (9:1, v v!) e purificagdo em coluna de vidro empacotada com
silica-gel, ou a extracdo em fase sdlida para analise de HPA em alimentos
(ESPOSITO et al., 2015; ROSE et al., 2015; GUL et al., 2015; GUILLEN et al., 2011;
GUL et al., 2011; RATOLA; AMIGO; ALVES 2010; RATOLA et al., 2006; CAMARGO;
TOLEDO, 2002). Adaptacbes de metodos originais tém sido utilizadas para
determinacdo dos HPA em diferentes tipos de alimentos (TFOUNI, 2005).

Segundo Purcaro et al. (2013) e Plaza-Bolanos et al. (2010), a metodologia de
extracao de HPA em alimentos tradicionalmente apresenta trés fases, saponificacao,
extracao liquido-liquido (ELL) e purificacdo através da cromatografia em coluna ou
extracao em fase sdlida (EFS).

Purcaro et al. (2013) faz uma extensa revisdo bibliografica sobre as
metodologias e condi¢des de extracao e purificacdo para a determinacao de HPA em
alimentos, agua do mar e bebidas, permitindo obter uma visdo ampla das técnicas
atualmente usadas na andlise quimica de HPA.

Plaza-Bolanos et al. (2010) relataram que técnicas de separacdo e deteccao
de compostos quimicos por cromatografia sdo atualmente aplicados na determinacéo

de HPA em alimentos e bebidas frequentemente.
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Fasano et al. (2015) realizaram investigacbes sobre a presenca HPA na
producao de queijo mozzarella defumado. Ao separar amostras de leite e de queijo de
57 fabricas, e seqguir para o acondicionamento sob refrigeragéo iniciou-se a hidrolise
das amostras com KOH 50 % e Na>SO4 anidro. As aliquotas foram submetidas ao
aquecimento, prosseguindo para uma extracao liquido-liquido (ELL) em solventes (n-
texano, éter, e 4gua destilada), com a separacdo da fase orgéanica, filtrou-se com
NaSOs anidro, as amostras foram purificadas em coluna de vidro empacotada com
silica, eluindo-se com éter/n-hexano 90:10 v v, coletando 1 - 2 ml. Este volume foi
evaporado com fluxo de nitrogénio a 55 °C e ressuspenso com acetoanitrila (ACN)
99,9 %, e levados a analise por CLAE-DF.

O preparo de amostras de alimentos variados e a saponificacao foi descrita
por diversos pesquisadores, utilizando-se o KOH como agente de saponificagao,
seguida de filtracdo em NaSOs anidro (ROSE et al., 2015; GUL et al., 2015;
PURCARO et al., 2013).

A extracao relatada por Wegrzyn et al. (2006) utilizou metanol, cloroférmio,
diclorometano e acetonitrila em etapas distintas de ELL em diluicbes sucessivas e
purificacdo com EFS em cartuchos de silicade 1 g.

A etapa de purificacéo foi realizada por diversos pesquisadores utilizando-se
coluna de vidro empacotada com silica-gel ou alumina neutra seguida de EFS
(ESPOSITO et al., 2015; ROSE et al., 2015; GUL et al., 2015; CAMARGO et al., 2011;
GUILLEN et al., 2011).

Os métodos analiticos que foram propostos para o estudo na determinacéo de
HPA em QC seguiram os principios de pesquisas realizadas em produtos
alimenticios, destacando-se as técnicas mais empregadas de preparo de amostras e
extracdo (LI et al., 2015; ROSE et al., 2015; GUILLEN et al., 2011; WEGRZYN et al.,
2006), e a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia
(CLAE-DF) foi a técnica mais utilizada em diversos trabalhos publicados (GUL et al.,
2015; ESPOSITO et al., 2015; YEBRA-PIMENTEL et al., 2015; WEGRZYN et al.,
2006; ZHANG, 2010).

Segundo Fasano et al. (2016), a concentracédo de 8 HPA mais o fluoranteno e
pireno em pao de paprica, queijos e linguica mostraram que compostos inofensivos
de baixo massa molar (fluoranteno e pireno) representaram a maior contribuicdo do
total de HPA.
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Os HPA mais importantes de acordo com 0s niveis encontrados foram os do
grupo dos 4 HPA monitorados pelos orgdos regulementadores. Os niveis dos 4 HPA
mostraram porcentagens variadas, em queijo 23 a 28 % do total, ja o B(a)P nao
excedeu os limites impostos pela Unido Européia (UE). Nas amostras de queijo, a
contaminacao por HPA foi detectada em média na casca, que representou em torno
dos 100% da contaminacéo total (FASANO et al., 2016)

Os teores médios de 4 HPA e BaP ficaram abaixo do limite estabelecido.
Embora os niveis mais elevados de HPA tenham sido detectados na paprica. Em
gueijo e carne, segundo estimativas dos autores, a retirada da parte externa pode ser
considerada uma boa pratica de consumo para reduzir a ingestao de HPA em produtos
defumados (FASANO et al., 2016).

Diferentes matrizes foram investigadas por pesquisadores, sabe-se que para

identificar HPA em alimentos s&o necessarias técnicas efecientes, seletivas e
sensiveis para separacdo de compostos, assim como o0 uso de instrumentos
analiticos apurados de acordo com a metodologia empregada (GUILLEN et al., 2011;
WEGRZYN et al., 2006)
A técnica de CLAE, em especial com detector de fluorescéncia (CLAE-DF) tem
predominado no ambito da analise, identificacdo e quantificacdo dos HPA em
alimentos (LI et al., 2015; ROSE et al., 2015; GUILLEN et al., 2011; WEGRZYN et al.,
2006; GUL et al., 2015; ESPOSITO et al., 2015; YEBRA-PIMENTEL et al., 2015;
WEGRZYN et al., 2006; ZHANG, 2010).

Foram constatados em estudos a importancia da cromatografia liquida para o
monitoramento apurado dos niveis de contaminates persistentes em matrizes
alimenticias, assim casos de estudos sobre queijo contendo HPA foram demosntrados
na Tabela 10, bem como enfatizou-se um dos parametros analiticos essenciais, 0

Limite Deteccao (LD) para diferentes matrizes avaliadas por distintos autores:
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Tabela 10 — Limite de Detecgéo determinados em diferentes matrizes por

diversos autores

Matriz FO?_:SZ de Técnica de Andlise LD ug Kg* Autores
Queijo Defumado CLAE-DF 0,073H—P%QO Pagl(igggge)t al.,
Carne de porco Processada CLAE-DF 0’007035%002 Janoszka (2011)
. ~ 0,07 -1,29 Camargo e Toledo
Café e Cha-mate Torrefagéo CLAE-DF 10HPA (2001)
Guarana em po6 Torrefacédo CLAE-DF O’OSHTD%Zl Cam(z;z)goos)et al,
Queijo muzzarela Processados CLAE-DF 0’72|_'”23’28 ESp?;giSt al,
Pescado Fresco CLAE-DF 0’001428|_'i(|)3’2750 Zhang et al., (2010)
Queijo Defumado Defumacéo CLAE-DF Ben(z)él[;]lgreno Gel;/ln?l(jgl?;séigo:’,)
P&o tostado Tostagem CLAE-DAD 0’1012|_'”53’20 Rey-Sa(Igcl)J&igr)o etal,
Se(r}nue:rtr:eade Torrefacéo CLAE-DF 0’01%5|;%'101 Veiga et al., (2014)

Fonte: Dados da pesquisa bibliogréafica, 2018.

Em estudos com diversas matrizes alimenticias foi possivel perceber as

dificuldades de se encontrar métodos praticos e menos dispendiosos para extracao e

analise de HPA. Diversos pesquisadores relataram dificuldades analiticas para

identificacdo de HPA em alimentos, devido tais compostos serem altamente lipofilicos,

reagirem com substancias apolares variadas, bem como adsorverem em superficies

de diversos materiais, vidrarias de laboratorio e no ambiente (ESPOSITO et al., 2015;
NUDI et al., 2007; BARRANCO et al., 2003).

A bioacumalacdo desses compostos em matéria organica, um processo

complexo de ser determinado, foi um dos problemas enfrentado, exigindo gastos de
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solventes organicos demasiados para segregé-los dos interferentes quimicos. Isso foi
relatado como uma das enormes barreiras para se desenvolver e validar métodos
eficientes de analise quimica na identificacdo e quantificacdo de HPA (ESPOSITO et
al., 2015; NUDI et al., 2007; BARRANCO et al., 2003).

De acordo com Vavrous et al. (2016), materiais em contato com alimentos tem
sido alvo de investigacdo como fonte de varios xenobidticos para o homem. O estudo
dos autores possibilitou a andlise simultinea de 68 contaminantes potenciais,
especificamente ftalatos, HPA, fotoiniciadores, bisfendis e compostos polifluorados.

Compostos alvos foram isolados usando uma técnica baseada na extracdo
ultrassénica pela mistura de acetonitrila e 4gua, seguida por particdo liquido-liquido
do tipo Quechers na presenca de sais inorganicos. Os extratos resultantes foram
analisados usando cromatografia gasosa e liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massa (CG-EM-EM, CLAE-EM-EM). As recuperacdes constatadas
foram 70 -120 % alcangadas para a maioria dos analitos com niveis de 0,05, 0,2 e 1
ug kgt Os limites de quantificagdo (LQs) variaram de 0,0013 a 0,22 ug kg™. As
misturas complexas de contaminantes atingiram os niveis de até 48 ug kg?
(VAVROUS et al., 2016).

As técnicas de CG-EM e CLAE-EM tém sido amplamente utilizada na analise
de alguns compostos relevantes, como aminas aromaticas primarias, HPA, bisfenol
A, diglicidil éter, fotoiniciadores de tinta, compostos perfluorados e ftalatos. Devido a
tendéncia de minimizacdo do consumo de solvente, automatizacdo do preparo de
amostras, integracdo da extracdo e a etapa de purificacdo tem sido observada em
estudos (SANCHIS; YUSA; COSCOLLA, 2017; VAVROUS et al., 2016)

A extracdo e tratamento de amostras pelos métodos de Extracdo Liquida
Pressurizada, Microextracdo em Fase Solida, Extracdo Sdlido-Liquido em Ultrassom
e Quechers tém sido utilizados principalmente em contaminantes de materiais em
contato com alimentos. Recentes avancos nas metodologias analiticas permitiram a
identificacdo inequivoca e a confirmacdo desses contaminantes usando
Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massa de Alta Resolucéo
(CLAE-EMAR) através de precisdo de massa e aplicacdo de padrdes isotopicos
(SANCHIS; YUSA; COSCOLLA, 2017).

Apesar da técnica de CLAE-DF ser empregada em diversas investigacfes

envolvendo a contaminacdo de HPA em matrizes distintas, e obter resultados
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expressivos relativos a recuperacdo e separacdo desses composto em produtos
lacteos, vegetais, carnes bovinas, peixes, alimentos embutidos, enlatados e em agua
potavel, segundo Santonicola et al. (2017), Zachara, Gatkowska e Juszczak (2017), a
técnica de CG-EM tem demonstrado uma técnica alternativa com melhor resultado na
separacao, identificacdo, quantificacdo e na investigacdo de complexas misturas de
compostos volateis presentes em queijos Cheddar (GAN et al., 2016).

Conforme a Tabela 11 a seguir € possivel perceber a aplicacdo da CG-EM na

analise quimica de HPA e outros compostos aromaticos em algumas matrizes:

Tabela 11 — As recentes utilizacbes da técnica de CG-EM na andlise de

alimentos para o monitoramento de HPA.

Matriz Analitos Técnicade LD ng ou Autores
Anédlise Mg Kgt
Carne *16 HPA,aromatizantes, CG-CG-EM 5-65ng Kg* Gir et al.
cozida Benzo(a)pireno (2015)
Formulas *16 HPA CG-CG-EM 50 — 75 ng kg™ Nyiri et al.
de (2017)
alimentos
infantis
Carne *16 HPA + *4HPA CG-EM 0,01 - 0,18 yg Kg* Rose et al.
vermelha (2015)
grelhada
Café *16 HPA CG-EM 3,5-16,4 ug Kg* Guatemala-
Morales et al.
(2016)
Carne Benzo [K] fluoranteno (BkP), 0,07 — 46,67 ug Kg* Olatuniji et al.
bovina e de  Benzo [a] pireno (BaP), Indeno (2014)
frango [123-cd] pireno (IP) e Benzo CG-DICH*
grelhada e [ghi] perileno (BghiP)
defumada
Carnes *16 HPA CG- 0,15-0,3ng g* Kamankesh et
grelhada EMAR*** al. (2015)
Peixe Compostos volateis, diversos ***MEFS- 0,06 — 0,10 ugKg* Nieva-
(Robalo) derivados fendlicos, CG-EM Echevarria;
hidrocarbonetos Goicoechea:
Guillén
(2017)
Queijos 57 HPA CG-EM- **%29,21-739,55 ug  Guillén et al.
defumados SIM Kg? (2011; 2007)
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*16HPA - dibenzo (a, e) pireno; dibenzo (a, i) pireno; dibenzo (a, h) pireno; benzo (c) fluoreno; benzo
(a) antraceno; ciclopenta (cd) pireno; criseno; 5-metilchryseno; benzo (b) fluoranteno; benzo (k)
fluoranteno; benzo (j) fluoranteno; benzo (a) pireno; indeno (1,2,3-cd) pireno; dibenzo (a, h) antraceno;
benzo (g, h, i) perileno; dibenzo (a, I) pireno.

*AHPA-USEPA-Benzo (a) Antracenco, Criseno, Benzo (b) Flureno e Benzo (a) Pireno (HPA
monitorados pela USEPA, devido aos provaveis efeitos carcinogénicos).

***Detector por lonizacdo de Chama (DIC); Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo (EMAR);
Micro extracdo em Fase Sélida (MEFS). Modo Seletivo de ions (SIM).

****Neste estudo apenas foram dispostos a faixa de concentracdo encontrada nas amostras, e ndo o
LD.

Fonte: Dados da pesquisa bibliogréafica, 2018.
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2 JUSTIFICATIVA

Originalmente no Brasil, tanto a produ¢cdo como o consumo do queijo de coalho
(QC) predominam da regido nordeste do pais. Sua fabricacao tem alcancado valores
promissores para a economia e difundido o produto ao mercado consumidor em
ndameros expressivos, bem como em outros estados, como é observado no Rio de
Janeiro a producéo industrial vem crescendo.

A complexidade da tecnologia de producao do QC reside no envolvimento de
diversas etapas de transformacgfes quimicas, fisicas e bioquimicas interligadas. O
consumo do QC tem sido observado como um produto para degustacao, tanto cru
como preparado de diversas formas em churrasqueiras, podendo ser assado,
grelhado, tostado ou defumado.

O preparo do QC para consumo, em muitos casos, utiliza-se combustivel para
aquecimento o carvao vegetal. Agéncias reguladoras de fiscalizacdo ambiental e de
alimentos, tem apontado indicio de formacao e exposi¢cao humana a Hidrocarbonetos
Policiclicos Aromaticos (HPA) em produtos alimenticios, visto que tais substancias
possuem a capacidade de provocar processos mutagénicos, carcinogénico e
genotoxicos.

A contaminacgéao por HPA gera riscos relevantes a saude humana, pelo fato de
tais substancias serem ingeridas em alimentos processados, ou que sofreram algum
tipo de preparo a alta temperatura ou através da combustdo de matéria organica
serem preparados, como € caso de defumados, tostados e grelhados.

Grande parte da contaminacdo humana por HPA ocorre por ingestdo ou
exposicdo cutanea frequente, fim pelo qual, estes compostos sdo absorvidos e
distribuidos pelo organismo, reagindo facilmente, por exemplo, com a guanina
presente na constituicio do DNA ou formando peréxidos e epoxidos altamente
reativos em diversos tecidos do corpo humano.

A prioridade na busca por métodos de identificacdo mais eficientes, e de
guantificacdo quimica de HPA, para estabelecer limites em produtos alimenticios na
Europa, tem sido de grande importancia para a cadeia de fabricacdo, processamento,
manipulacdo e consumo.

Assim, esta pesquisa torna-se relevante pelo fato de se buscar métodos e

técnicas de quimica analitica, que possam identificar e quantificar os HPA que possam
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ser formados pelo processamento de QC em churrasqueira, e demonstrar 0s
possiveis niveis que possam ser prejudiciais a salde humana baseados, nos
parametros de regulamentacéo internacional e nacional .

Este estudo tem por finalidade identificar e quantificar os HPA formados apds
0 preparo e cozimento de queijos de coalho em churrasqueira utilizando como
combustivel o carvdo vegetal. E para tal pesquisa, utilizou-se a técnica de
cromatografia gasosa com detector de espectrometria de massas (CG-MS).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAL

Identificar e quantificar HPA em amostras de QC assadas em churrasqueira por

Cromatografia em Fase Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Buscar informagdes sobre o perfil do consumidores e vendedores de QC na
cidade do Rio de Janeiro;

e Analisar diversos tempo e forma de cozimento do QC nas distancias especifica
da fonte de calor;

e Avaliar e determinar a concentracdo de HPA e identificar estes compostos por
CG-EM, formados em QC assados em churrasqueiras utilizando como
combustivel carvao vegetal convencional.

e Avaliar e estimar a toxicidade HPA pelas concentracfes especificas encontradas

nas amostras processados em churrasqueira e pelo consumo estimado de QC.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 PERFIL DE CONSUMO E COZIMENTO DO QC

Para inferir a forma, tempo e materiais utilizados no preparo do queijo coalho
por vendedores ambulantes, bem como de consumidores tipicos residenciais, e
urbano, foi confeccionado e aplicado aleatoriamente uma pesquisa de opinido na
Regido Metropolitana do Rio de Janeiro, conforme a Figura 5, com a finalidade de
conhecer o perfil do consumidor de QC na cidade. Os questionamentos foram
relacionados no estudo como fatores. Cada fator foi questionado aos participantes.

As respostas dos participantes foram quantificadas gerando valores inferidos
pela soma total. Na soma total das respostas estimou-se o percentual para cada fator
pelo total de participantes. Os participantes foram escolhidos aleatoriamente e de
diversas regides da cidade do Rio de Janeiro, dos quais os vendedores foram
abordados na regido urbana da mesma cidade, onde existiam a maior quantidade
destes. Alguns questionamentos foram inferidos em conjunto, exceto, o fator que
diferencia consumidores e vendedores (campo classificado como entrevistado). A

seguir a figura representa o modelo de questionario.

Figura 5 — Formulario de pesquisa de opinido sobre o consumo e preparo de QC

Questionario de Avaliacdo de Consumo de Queijo de Coalho

Nome:
Sexo: ()F (IMm
Origem/Estado:

Escolaridade:

() 1°grau incompleto ()1°grau () 2°grau incompleto ()2°grau

() 3° grau incompleto () 3° grau () pos graduacao

Entrevistado:

Vendedor ( ) Consumidor tipico que assa o produto em sua residéncia( )

Vocé consome queijos de coalho?
( )sim ( )ndo

Como vocé o consome?
( )cru ( )assado ( )outros

Se assado, vocé faz na churrasqueira com carvao ou churrasqueira a gas?
( )carvdo ( )egas

Quanto tempo vocé deixa o queijo de coalho assando?

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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4.2 ANALISES ESTATISTICA DA PESQUISA DE OPINIAO

As informacdes obtidas no formulario apresentado na Figura 6 foram
analisadas estatisticamente obtendo-se o valor de média e do percentual com base
no total dos participantes da pesquisa. Os valores analisados foram tabulados
conforme Apéndice A. Através de software especifico foram demonstradas diferencas
estatisticas entre os grupos de consumidores e vendedores pesquisados (FREITAS
et al., 2013; SILVA et al., 2012). Com adaptacdes foram utilizados para as analises o
Software do Pacote Microsoft Office - Excel verséo 15.0.4569/2013 integrado a Action
Stat Pro 3.4.124.1308-3.

4.3 AMOSTRAGEM

Amostras de QC foram adquiridas em distintos comércios da Regido
Metropolitana do Rio de Janeiro. Os queijos foram escolhidos de uma mesma marca
devidamente armazenados e transportados para o Laboratério de Analise de
Alimentos e posteriormente para Laboratorio de Analise Instrumental do Instituto
Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia, Campus Rio de Janeiro.

Em seguida foram executados o processo de pesagem, analise de suas
dimensbes e armazenadas sob refrigeracdo, conforme vendidos no mercado em
forma de espeto, e dessa forma separados segundo o peso médio destes. As
amostras também foram selecionadas em apenas um lote, ndo permitindo a variacédo
do percentual de gordura total presente nos queijos, ja que estes foram fatores
limitantes para a analise principalmente na extracdo dos HPA na matriz.

Os dados sobre o percentual de gordura total, saturada, insaturada e trans das
marcas de QC encontrados foram relacionados e estdo apresentados no Apéndice B,

para a escolha da marca a ser analisada como menor teor de gordura possivel.
4.4 MATERIAIS
Para o preparo das amostras foram necessarios inicialmente adquirir uma

churrasqueira para uso no laboratério em condi¢des controladas, carvado vegetal de

apenas um lote e marca, e queijos de coalho em espeto, caixa para transporte,
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recipientes para armazenamento sob refrigeracdo das amostras a serem preparadas,
e um triturador de alimentos convencional (Mini Processador EPV - 86 Vicini).

A fim de avaliar o método mais adequado para extracdo dos HPA foram
realizados estudos de recuperacdo, visando o menor gasto de solvente e maior
eficiéncia, inicialmente seguiram-se como descrito no método de Wegrzyn et al.
(2006). Outros métodos de extracdo e preparo das amostras foram aplicados nos
experimentos como o de Veiga et al. (2015), o método de Barranco et al. (2003), de
Nudi et al. (2007), Luz et al. (2013) e Esposito et al. (2015). Esse ultimo foi o de melhor
aplicabilidade, consumo de solvente e adaptacao aos recursos disponiveis no IFRJ.

4.4.1 Reagentes

Etanol (EtOH) absoluto (J.T.BAKER® - Meéxico), Metanol (MeOH)
(J.T.BAKER® - México), Cicloexano (CiHex) (Sigma Aldrich®), Acetonitrila (ACN)
(J.T.BAKER® - México), Diclorometano (CH2Cl2) (J.T.BAKER® - México), todos em
grau de pureza para cromatografia, Agua Tipo 1 obtida de um sistema MilliQ®, Sulfato
de sodio (Na2S04) anidro e Hidroxido de potassio (KOH) soélido (Vetec), Padréo do Mix
de 16HPA da Supelco 100 - 2000 pg mL™.

4.4.2 Utensilios e vidrarias

Tubos de Falcon de 50 ml de polipropiletileno, pipetas de Pasteur de tamanhos
variados, papel de filtro quantitativo faixa preta, termémetro, Tubos de ensaio de 3 ml
de vidro, seringas de 3 ml, filtro em cartucho de 0,22 micrémetros, funis de vidro,
provetas, bal6es volumétricos, baldes de fundo chato, pipetas micrométricas com

calibracéo certificada e conhecida.

4.4.3 Equipamentos

Balancas analiticas e semi-analitica (OHAUS Adventurer AR:2140),
Equipamento de producdo de agua Tipo 1 com operacdo em sistema MilliQ, Vortex
(Biomixer QL-901), Centrifuga (Hermle Z 446K) com rotacdo minima a 10.000 rpm,

Banho maria de aquecimento 120°C cuba redonda (550 Fisatom), Rota evaporador
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analégico (801 Fisatom) acoplado ao Banho Ultratermostético (SL151 Solab), com
vacuo e aquecedor de recipientes integrados, Concentrado de amostras tipo
Evaporador com fluxo Nitrogénio (Zymark Calipur TurboVap LV rack for 16 x 100mm),
Cromatégrafago a Gas (VARIAN-450) acoplado ao Espectrébmetro de Massas
(VARIAN - 220 IT) (CG-EM).

4.5 PREPARO DA AMOSTRA

Os experimentos nas churrasqueiras foram conduzidos inicialmente em
laboratério, baseando-se em anadlises realizadas com carnes e pdaes, com
modifica¢des, a fim de controlar as condigbes e evitar interferéncias do ambiente
(ROSE et al., 2015). Entretanto, foi verificado que o efeito do exaustor da capela
retirava as fuligens e fumaca onde provavelmente poderiam conter HPA, reduzindo a
probabilidade de identificacdo e quantificacdo. Portanto, a maior parte das amostras
preparadas em churrasqueira foram em ambiente externo. Cabe ressaltar que foi a
Unica forma que melhor viabilizou o preparo das amostras.

As variaveis controladas foram: tipo de combustivel (carvado vegetal - 1 kQ);
tempo de cozimento (normal, o recomendado nas instru¢ées dos rotulos dos
fabricantes; atribuiu-se valores de normalidade percentual como normal, normal mais
50% e normal mais 100%) e a distancia da fonte de calor (5, 15 e 20 cm). O controle
da temperatura ndo foi estimado, sendo esta variavel dispensada nas medidas do
experimento.

Os experimentos foram realizados coletando-se amostras de QC em duplicata,
utilizando-se para este fim, quantidades idénticas de combustivel, pastilha de alcool
préprio para churrasqueira e copo descartavel de polipropileno para direcionar as
chamas no interior da churrasqueira, segundo habitos observados de como
vendedores ambulantes acendem e produzem a ignicdo para combustédo do carvao.
Na Figura 6 é apresentado um esquema de execucdo dos experimentos no preparo
das amostras, onde para cada tempo foram coletadas duas amostras (2A), conforme

exposto:
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Figura 6 — Esquema dos experimentos em churrasqueira segundo Rose et al.
(2015) modificado.

QUANTIDADE TIPO DE COMBUSTIVEL DISTANCIA TEMPO DE COZIMENTO

_ NORMAL (T) =2A
5cm — T +50% =2A
T+100% = 2A
1KG CARVAO VEGETAL+ NORMAL (T) = 2A
ALCOOL LIQ.OU _J _
PASTILHA DE ALCOOL 15¢cm T +50% = 2A
T+100% = 2A

NORMAL (T) = 2A

20cm — T +50% = 2A

T+100% = 2A

Fonte: Adaptado de Rose et. al. (2015).

Para cada altura e tempo retiraram-se duas amostras, as quais foram trituradas
em seguida. Apenas foi possivel realizar os experimentos nas alturas citadas por
tempo, portanto ndo sendo possivel controlar todos os tempos. Por exemplo, realizou-
se em um experimento o preparo com 2 espetos de QC nas alturas 5, 15, 20 cm sob
influéncia do calor das chamas durante tempo normal (T), e assim sucessivamente.

Cabe ressaltar que as alturas foram estimadas de modo observacional.
Diversas churrasqueiras de vendedores ambulantes apresentavam tais alturas. Ao ser
adquirida a churrasqueira para o experimento com QC, também foram verificadas tais
distancias. Porém, grande parte destas apenas apresentavam uma altura. Nesse
caso, foram necessérias adaptacdes de uma churrasqueira convencional, adquirida
do comércio do comercio da regido metropolitana do Rio de Janeiro, e modificada para
as trés alturas propostas neste estudo. Todo o processo de cozimento em grelha foi

realizado segundo observado o preparo que os vendedores ambulantes efetuaram,
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além disso, as informacfes da pesquisa de opinido também permitiram inferir tais
dados para a execucgéo do processo de preparo dos QC.

Foram elaboradas como exemplo, sequéncias de imagens obtidas dos testes
de combustdo do carvdo em laboratério, bem como o preparo das amostras. Esses
testes possibilitaram verificar o tempo de combustéo, padrao da pirélise do carvao na
temperatura alcancada, forma de preparo e comportamento das amostras submetidas
ao calor das chamas emitidas do carvao, conforme demonstrado a seguir na Figura 7.

Figura 7 — Sequéncia de imagens do procedimento de testes de combustao

com carvao vegetal e preparo final da amostra.
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Fonte: Elaborado pelo autor - Laboratério de Analise de Alimentos - IFRJ, 2018.

Todos os experimentos de cozimento foram realizados conforme o seguinte
protocolo:

Apoés acender, deixou-se aquecer por 30 minutos a churrasqueira com carvao
ja com o peso mensurado (1 kg de carvéo vegetal), a fim de assegurar que todo o
combustivel mais leve seja consumido e a fonte de calor se torne uniformemente
distribuida. Fora usada churrasqueira para 0 uso nos experimentos em alturas
distintas, evitando-se qualquer contaminagéo cruzada. Todos 0s experimentos foram
realizados com a churrasqueira aberta ndo se aplicando a forma de abafamento do
gueijo. Os tempos de cozimento do QC observados e adotados em todos 0s
experimentos foram, normal (aproximadamente 10 a 15 minutos), normal mais 50 %

(20 a 25 minutos) e normal mais 100 % (aproximadamente 30 a 40 minutos). Apos
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serem assados 0s queijos de coalho foram devidamente preparados para analise de
HPA segundo o método de extracdo relatado por Esposito et al. (2015) com
modificacdes. O Apéndice C confere os parametros das amostras, registrando quais
amostras foram fortificadas com solucdo padrdo de concentragcdo conhecida e a
técnica de cromatografia utilizada, a fim de se avaliar a recuperagédo do processo de
extragao.

4.6 PREPARO DA SOLUCAO PADRAO

4.6.1 Padrao utilizado

Foi adquirida da Supelco Inc. (EUA) uma mistura de padrdoes de HPA, composta
de 16 HPA, a saber: Naftaleno, Acenaftileno, Acenafteno, Fluoreno, Fenantreno,
Antraceno, Fluoranteno, Pireno, Benzo (a) antracenno, Criseno, Benzo (b)
fluoranteno, Benzo (k) fluoranteno, Benzo (a) pireno, Dibenzo (a, h) antraceno, Benzo
(g, h, i) pireno, Indeno (1,2,3-c, d) pireno.

A solucao de mistura de padrdes possui diferentes concentracfes para cada
HPA, conforme Tabela 12.

Tabela 12 — Concentracdo de HPA na mistura do padrdao da Supelco
Analytical.
HPA Nome Concentragdo pg mL™*
Nap Naftaleno 1010
Acl Acenaftileno 2017
Act Acenafteno 1012
Flu Fluoreno 200,6
Fen Fenantreno 100,5
Ant Antraceno 101
Fluo Fluoranteno 199,8
Pir Pireno 101,5
B (a) A Benzo (a) antracenno 103
Cry Criseno 100,6
B(b)F Benzo (b) fluoranteno 193,4
B (k) F Benzo (K) florentino 98,9
B@P Benzo (a) pireno 105,4
D (ah) A Dibenzo (a, h) antraceno 199,8
B (ghi) P Benzo (g, h, i) pireno 199,7
Ind Indeno (1,2,3-c,d) pireno 97,4

Fonte: Supelco Analytical, 2017.
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4.6.2 Diluicdo do padrao

A solucédo padréo (Mix de 16HPA da Supelco Analytical 100 - 2000 pg mL?t) foi
adicionada em amostras trituradas a uma concentracao conhecida, diluidas 1:10 em
uma solucdo contendo os solventes ACN:H2O (60:40). A diluicdo foi efetuada de
acordo com a Tabela 13.

Tabela 13 — Diluigdo do padrao de dopagem das amostras.

Solucgédo 16 HPA Diluicéo Concentragdo obtida pg mL?
ACN:H:0 (60:40)
100 - 2000 pg mL* *1:10 10 - 200
10 - 200 pg mL? 1:10 **1 - 20

*Diluicdo com 100 pL do padrdo de 16HPA, em 540 uL de ACN e 360 pL H20 (1:10).
**Concentracao obtida da solucdo de uma solucdo estoque e utilizada para dopagem de amostras.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

4.7 EXTRACAO

As amostras foram coletadas em lotes iguais, e de mesma marca,
transportadas em condi¢cdes controladas em caixa de acondicionamento térmico,
preparadas conforme descrito anteriormente. Logo apds foram trituradas em micro
processador convencional utilizando a parte superficial do QC assado (a casca
formada), conforme método Esposito et al. (2015).

Pesou-se 2g das amostras em duplicata obtidas nas diferentes alturas (5, 15 e
20 cm), transferindo-se essa massa para tubos de Falcon de 50mL. Adicionou-se 100
uL da solucgéo padréo de concentracéo conhecida (1-20 pg mL?) as amostras assadas,
dopando-as para cada altura utilizada a fim de verificar a recuperacéo no processo de
extracao e identificacdo na analise cromatogréafica. Destaca-se que outras amostras
nao foram dopadas, a fim de avaliar a concentracao real de HPA gerada e adsorvida
pela matriz no cozimento das mesmas.

Adicionou-se 10 mL da solucdo preparada de etanol hidroxido de
potassio/etanol (KOH.C2HsOH 2M) seguida por agitacdo em vortex por 1 minuto. As

amostras foram aquecidas em “banho maria” a 80 °C, por 2 horas (com separacéo
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dos constituintes da matriz). Decorrido 2 horas retirou-se do aquecimento, e foi
adicionado aos tubos, 10 ml de H>O Tipo | aguardando 5 minutos até o resfriamento
das amostras.

Transferiu-se para cada tubo, 20 mL de ciclohexano iniciando-se, portanto, a
extracdo liquido — liquido (ELL) com agitacdo em voértex por 1 minuto. Observou-se a
separacao de fases da mistura, levou-se em seguida as amostras para a centrifugacéo
a frio (4 °C) em 10.000 rpm, por 5 minutos, repetindo-se este procedimento para cada
tubo contendo a amostra 3 vezes ( isto €, adi¢do de ciclohexano, agitacdo em vortex
por 1 minuto e centrifugacgdo a frio). Desta forma, a ELL foi executada 3 vezes para
cada amostra. Apos cada extracdo foi recolhido cerca de 20 mL de fase organica. O
volume total recolhido com as trés ELL, foi cerca de 60 mL, transferidas para novos

tubos de Falcon.

Seguiu-se o procedimento de filtracdo de todos os sobrenadantes em papel de
filtro quantitativo, contendo 2 g de Na>SO4anidro. Apos a filtragéo de cada porgéo dos
sobrenadantes, reduziu-se o0 volume do filtrado em rotaevaporador a
aproximadamente 0,2 ml (120 rpm, sistema a vacuo, condensador a 4 °C e
aquecimento em banho maria a 50°C em baldes de fundo chato). Apos
rotaevaporacao, os baldes foram rinsados com 3 mL de ACN. O volume recolhido foi
evaporado em fluxo de nitrogénio a 40 °C até a secura.

Ap6s a evaporacdo, o residuo foi ressuspenso em 1,5 mL de CH2Cly, filtrado
com membrana de 0,22 um, e transferidos para vials de 1,5 mL para posteriormente
serem analisados por CG-EM.

Para melhor visualizacéo das etapa sequénciais do procedimentos de extracéo
utilizado na investigacao, a seguir demonstra-se um fluxo das atividades (Figura 8)
com 3 etapas subdivididos em 20 procedimentos realizados segundo o Método
Esposito et al. (2015):



Figura 8 — Fluxo do procedimento de extracédo de HPA em QC
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vortex por 1
minuto




88

: Filtrar 60 mL da fase
CotugerAo Repetir 3x orgénica em papel
min; 4 ° coleta do

sobrenadante 2?};? oc! Na,SO,
Ressuspender o Levar ao Evaporador Levar ao rota
concentrado com com fluxo de N Suspender evaporado até
15mLCH,Cl, |4 60min;50 °C = a':gt%‘: xg‘h‘l 3| 4 | opter
= aproximadamente
0.2mL

el

Agitacdo em Filtrar em Transferir para ‘ Analisar em
vortex - cartucho 0,22 p ‘ o0s vails CG-EM

Nota: Cabe frisar que a terceira etapa onde ocorre a suspencdo com ACN, ressuspencao co Dicloro
metano e utilzacdo da técnica de CG-EM para analise, foram realizados testes e experimentos de
recuperacado do padrdo de 16HPA nas solu¢des obtidas.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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4.8 METODO CROMATOGRAFICO

As solugdes obtidas no item 5.7 foram analisadas em coluna capilar HP-5MS
(5% fenil, 95% metilpolisiloxano, 30m x 250um x 0,25um) por cromatografia gasosa
(Agilent Technologies 7890) acoplada a espectrometro de massas (Agilent
Technologies 5975C) de acordo com o método descrito na Tabela 14.

A quantificacéo foi realizada por padronizacao externa com curva de calibracéo
em seis niveis de concentracdo (125, 250, 375, 500, 1000, 1250 ng mLt). Porém
percebeu-se que ndo foi possivel identificar os analitos no primeiro nivel da curva, a
concentracdo 125 ng mL™t. Portanto, permanecendo apenas 5 niveis de concentragédo
para o monitoramento. As andlises foram realizadas em duplicatas.

No modo SCAN a identificacdo dos sinais obtidos nos cromatograma foram
confirmadas através do tempo de retencéo do analito, comparagéo dos espectros com
a biblioteca (NIST Ano 2001) e por deconvolucédo espectral (programa MassHunter
versdo B05.00, 2008). No modo SIM, além do tempo de retencao foram utilizados trés

ions caracteristicos para cada analito, de acordo com a Tabela 15.

Tabela 14 - Condi¢cBes operacionais por CG-EM.

Parametros Condicdes
Volume de Injecéao 1,0 L
Modo de Injecéo (divisao) Split (1:100)
Gas de arraste Hélio 4.6
Fluxo do gas de arraste 1,0 mL mint
Temperatura da linha de 300 °C
transferéncia

Programacéo do forno 70 °C por 1 min

12 °C mint até 210 °C
20 °C min! até 300 °C
300 °C por 8 min

Tempo de andlise 25,167 min

Fonte: Dados da analise - IFRJ, 2018.
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Tabela 15 — Monitoramento dos ions caracteristicos de acordo com o tempo
de retencéo dos analitos

Tempo inicial de fon (s) monitorados (s) HPA

monitoramento (min)

6,33 102; 126|—|128 Naftaleno

9,35 76; 151|—|152 Acenaftileno

9,72 76; 154|—|153 Acenafteno

10,72 82.3; 165|—|166 Fluoreno

12,58 174; 176; 178 Fenantreno

12,67 152; 178.1|—179 Antraceno

14,67 101; 200]—|202 Fluoranteno
14,99 101; 200]—|202 Pireno

16,69 226; 228; 229 Benzo (@) antraceceno
16,75 226; 228; 229 Criseno

18,13 126; 250]—|252 Benzo (b) florentino
18,16 126; 250]—|252 Benzo (k) flureno
18,61 126; 250]—|252 Benzo (a) pireno
20,72 138; 274|—|276 Dibenzo (a, h) antraceno
20,78 139; 276]—|278 Benzo (g, h, i) pirileno
21,30 137.9;276|—|277 Indeno - 1,2,3(c, d) pireno

Fonte: Dados do estudo - IFRJ, 2018.

4.9 PROTOCOLO DE AVALIACAO DO METODO

Foi efetuada uma avaliacdo do método, para tal tomou-se como base alguns
parametros necessarios aos procedimentos de analises quantitativas segundo a
Resolucdo RDC n°. 166 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Ministério da
Saude (BRASIL, 2017).

A quantificacdo de HPA em queijo de coalho assado foi acompanhada pelos
testes de linearidade, seletividade/especificidade, limite de deteccdo, limite de
guantificacéo, precisdo e exatidao (recuperacéo).

A seletividade e a especificidade se relacionam com a capacidade que o
método possui de determinar um analito na presenca de outros componentes da

matriz, impurezas e/ou produtos de degradacdo. O método especifico ndo apresenta
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equivocos quanto a identificagéo das substancias de interesse. A aceitacéo é atribuida
a auséncia de interferentes no tempo de retencédo do analito de interesse.

A linearidade é uma avaliacdo da proporcionalidade entre a concentracao do
analito e a resposta analitica, com determinacdo de um modelo que se ajuste ao
intervalo de concentracdo. Normalmente, utiliza-se uma equacado linear do tipo
y=ax+b, obtida por método dos minimos quadrados e se faz a avaliacdo da
homocedasticidade dos dados, isto €, homogeneidade da variancia dos residuos da
curva de calibracdo. A aceitacdo é obtida quando o coeficiente de correlagdo é
superior a 0,99 e os resisuos ndo apresentam valores aberrantes (out liers).

O limite de deteccao (LD) e quantificacao (LQ) tedricos foram estimados com a
extrapolacéo das curvas de calibracdo em cinco niveis de concentracdo. Os valores

foram determinados de acordo com as equacdes 1 e 2:

LD_S,SXU "
= I €Y)
_10X0 )
= I (2)

onde,
o = desvio padrao dos trés valores de area em que cada reta intercepta o eixo y;
IC = média dos trés valores de inclinacéo da curva de calibracao.

A precisdo (repetitividade ou precisdo intra-ensaio) apresenta a variacao
(coeficiente de variacdo, CV) em torno da média de uma série de amostras com a
mesma concentracdo, preparadas pelo mesmo analista, no menor espaco de tempo
possivel. A precisdo interensaio ou intermediaria € uma avaliagcdo que admite maior
variacdo do que a repetitividade por ser determinada em condi¢cdes variaveis,
geralmente entre dias e/ou analistas diferentes. A precisdo foi determinada em
duplicata para amostras preparadas nas alturas de 5, 15 e 20 cm.

A exatidao expressa o percentual de concordancia entre a concentracao obtida
experimentalmente e o valor nominal. A exatiddo, assim como a preciséo, pode ser
avaliada intra-ensaio e interensaio. A exatidao apresentada foi avaliada interensaio

como recuperacgado de acordo com a férmula calculada conforme descrito na mesma
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RDC 166/17, descrita anteriormente. A equacdo (3) expressa 0 modelo matematico

utilizado:

CA
% Rec = —— X 100 3)

Onde:

%Rec.: Recuperacéo percentual;

CA: concentracdo meédia experimental;

CTA: concentracgdo tedrica dos analitos adicionados do padrdo conhecido.

A recuperacéao foi calculada para cada um dos 16 HPA presentes no padrao.
4.10 CALCULO DE TOXICIDADE E INGESTAO

A toxicidade dos HPA presentes no QC foi avaliada com base nos calculos
propostos por Lee et al. (2018) e nas recomendacdes da OMS e USEPA. Foi proposto
por Lee et al. (2018) modelos matematicos para expressar os valores que possam
ser comparados com a Equivaléncia Téxica estudada por Nisbert e Lagoy (1992), os
guais avaliaram a Ingestdo Diaria Cronica (CDI) comparadas a exposi¢céao ao B (a) P,
em concentracdes de alto nivel expressas em pg kg e de forma aguda em ratos de
laboratorio. Os estudos deles avaliaram, também, a Margem de Exposi¢cdo (MOE) ao
longo da vida adulta de um individuo, e por fim calculou-se o risco de exposi¢cdo aos
HPA conjunto a capacidade destes compostos em causar cancer de acordo com a
expectativa de vida de uma populacao, dados pelo (ILCR).

Para os calculos de CDI, MOE e ILCR foram tomados como parametros os
dados e pesquisas do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica’ (IBGE). A
informacéo coletada no IBGE serviu como exemplo para avaliar o perfil populacional
relativo ao nivel de exposicédo aos HPA pela populacédo do Rio de Janeiro e no Brasil.

O estudo de Lee et al. (2018) ressaltou em seus célculos informacdes referentes aos

I<https://ww2.ibge.gov.br/home/estatistica/populacao/condicaodevida/pof/2008_2009 analise_consu
mo/defaulttab_zip_alimentos.shtm


https://ww2.ibge.gov.br/home/estatistica/populacao/condicaodevida/pof/2008_2009_analise_consumo/defaulttab_zip_alimentos.shtm
https://ww2.ibge.gov.br/home/estatistica/populacao/condicaodevida/pof/2008_2009_analise_consumo/defaulttab_zip_alimentos.shtm
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coreanos, portanto para ser aplicado ao QC necessitou ser adaptado ao perfil de
consumo e de utilizacdo para os brasileiros.

O célculo de TEQ foi realizado conforme descrito por Lee et al. (2018).
Segundo o autor cada HPA possui um nivel de toxicidade particular. Desse modo, as
concentragbes de cada HPA foram calculadas como equivalentes ao B(a)P, para
expressar a poténcia toxica relativa em comparacdo a esta substancia, ja que a
mesma € conhecida e comprovada como téxica e carcinogénica para o organismo
humano.

O equivalente toxico da concentracdo de B(a)P (TEQBaP — Equacédo 4) foi
obtida através da multiplicacdo entre a concentracdo de cada HPA encontrada na
analise quimica e o seu FET, conforme recomendado pela (FAO / WHO, 2005). A
seguir representa-se o modelo matematico utilizado, ja os valores obtidos foram

expressos no Apéndice E:

n
TEQsar = ) Ci X TEF, @
i=1

Onde [Ci], refere-se a concentracao individual de cada HPA encontrada por
alimento; FET é o Fator de Equivaléncia Toxica Individual de cada HPA conforme
descrito na Tabela 9 deste estudo.

Conforme Lee et al. (2018) o niumero de amostras por item alimentar ingerido
nao foram idénticos, ndo sendo possivel afirmar o valor exato de cada item, portanto,
foram determinadas as concentracdes meédias dos 8 HPA por item alimentar. O
mesmo modelo foi adotado na avaliacdo da concentracdo de HPA em QC,
calculando-se a média das concentracdes obtidas entre as duplicatas das amostras
para o calculo de TEQ em ug kg™ .

Para avaliar a exposicao pela ingestdo de HPA na dieta humana Lee et al.
(2018) adotou o modelo de calculo medindo a CDI. O nivel diario de exposi¢cao
humana aos 8 HPA foi calculado obtendo-se a soma total do nivel de ingestédo
cumulativa ao longo da vida. Nesse sentido, para carcinogénicos conhecidos,
baseou-se no pressuposto de que uma dose elevada recebida ao longo de um
periodo curto de exposi¢do € equivalente a uma dose baixa distribuida ao longo da

vida. Portanto, para comparar adequadamente esta exposicdo as condicbes de



94

ingestdo em nivel crénico, os caculos de CDI dos 8 HPA em QC foram necessarias
as verificagbes de dados referentes ao peso médio dos brasileiros, anos de vida
adulta e a expectativa de vida tanto da populacao brasileira, como a do Estado do
Rio de Janeiro, verificado no censo do IBGE de 2008 a 2009, publicados em 2010. O

CDI segundo Lee et al. (2018) pode ser calculado pela seguinte Equacgéo 5:

n

Dl — Z CF; X IR; X ED :
B BW X AD ®)

i=1

Onde:

CDI= Ingestao Diaria Cronica

CFi= Nivel de TEQ total de 8HPA em alimento, em pg kg

IRi= Ingestdo média diaria de alimento, em g dia?

BW= Peso médio corporal, em kg

ED= Tempo de exposicdo em vida adulta, corresponde a 44,5 anos para
brasileiros, que € tempo médio em vida adulta de um brasileiro de acordo
com o IBGE

AD: Tempo de vida meédio ou expectativa de vida média, considerados pelo
IBGE, 75,9 anos de vida.

Ressalta-se que os valores adotados por Lee et al. (2018) estéo relacionados
aos perfis de vida, de biotipo e de alimentacdo dos coreanos, sendo, portanto,
necessarios modifica-los para os brasileiros. Os dados e valores referentes ao CDI
apresentam-se no Apéndice E.

A MOE é a caracterizacdo do risco em causar danos, esta relacionada a
Margem de Exposicdo proposta pela OMS (OMS, 1998), e o ILCR é tempo de vida
acrescido do risco em causar cancer recomendado pela USEPA (USEPA, 1991).
Esses indices foram utilizados por Lee et al. (2018) para avaliacao do risco em causar
cancer com base no nivel de exposicéo ao longo da vida. As Equacdes de MOE (eq.

6) e ILCR (eq. 7) sdo as seguintes:
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MOE = EMDL 6
~ (DI (6)
ILCR = CDI X Risco do B(a)P de causar cancer (7)

Onde,

BMDL= limite de confian¢ca da menor dose, estimado experimentalmente pelo
28HPA dos 0,49 mg kg BW dia! (EFSA, 2008)

Risco do B (a) P de causar cancer = Determinado pela capacidade de causar

cancer com base nos testes em animais, o valor fixo é 7,3 mg kg* BW dia?!

Os valores obtidos dos calculos estéao representados no Apéndice E. A EFSA
USEPA propde uma classificacdo quanto aos valores de MOE e ILCR conforme
demonstrado nas Tabelas 16 e 17:

Tabela 16 — Faixa dos MOE segundo EFSA (2008).
MOE

<10.000 possivelmente preocupante

10.000 e 100.000 denota baixa preocupacéo

> 100.000 implica insignificante preocupacao

> 1.000.000 significa preocupacao desprezivel
Fonte: Lee et al. (2018).

Tabela 17 — Faixa dos valores de ILCR segundo USEPA (2005).

ILCR
<10 Risco aceitavel ou sem consequéncia
10° ~10% Risco potencial
>10* Sério ou grave risco

Fonte: Lee et al. (2018).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PESQUISA DE OPINIAO DE CONSUMIDORES E VENDEDORES

Os resultados a seguir foram obtidos a partir de uma pesquisa de opinido
realizada de forma aleatéria a grupos de consumidores e vendedores ambulantes de
churrasco e de QC na regido metropolitana da cidade do Rio de Janeiro. Calcularam-
se as meédias, desvios padrdes relativos e percentuais, intervalo de confianca,
baseadas nas respostas das pessoas participantes, de acordo com: a forma de
consumo, local de cozimento, combustivel utilizado na churrasqueira para o
aquecimento, tempo de cozimento, preferéncias do assado, e se existe a
possibilidade de misturar ou ndo de marcas de QC. Com base nas resposta foi
possivel observar fatores mensuraveis na pesquisa de opinido em duas categorias,
os fatores relacionados aos participantes, bem como suas caracteristicas frente aos
guestinamentos presentes na Figura 9, e os fatores ligados as formas de consumo
e preparo do queijo de coalho representados na Figura 9.

Foi possivel perceber que dos 58 participantes que responderam a pesquisa
de opinido, 77,6 % sao do Rio de Janeiro, 10,3 % sao da Regido Nordeste e 12,1 %
de outras regides do Brasil. Com isso, foi possivel perceber que as origens dos
individuos néo interfere nos resultados. Dessa forma, a Figura 9 demonstra que o
maior percentual de pessoas tem sua origem no Rio de Janeiro, sendo relevante,
pois ndo foram geradas tendéncias de maiores consumos de QC pela presenca de
nordestinos na regido metropolitana.

Na Figura 9, foram apresentados, ainda, os dados sobre o nivel de instrucéao
dos participantes, os quais ndo foram levados em considera¢do aos experimentos em
laboratério. Apesar de desmonstrarem que a maior parte dos participantes 56,90 %
possuia nivel superior, esse valor pode seguir uma tendéncia maior ligada a categoria
aplicada, jA que a pesquisa realizada foi de modo convencional e aleatéria, nao
levando em consideracdo apenas um grupo de individuos. Ainda assim, os valores
observados mostraram que a classe e instrucdo de pessoas nao interfere no consumo
de QC, logo, esse alimento pode estar acessivel a distintos tipos de pessoas na regiao

metroplitana do Rio de Janeiro. Contudo, os dados sobre o nivel de instrugédo
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conforme a Figura 9 ndo foram relevantes ao objetivo experimental proposto, servindo
apenas para conhecimento aos intressados sobre o assunto.

Com o percentual de consumidores, foram possiveis inferir o perfil de consumo
de QC na cidade do Rio de Janeiro. Dentre 0s 58 participantes da pesquisa de opinio,
tanto consumidores e vendedores, 48,3 % se consideravam consumidores ocasionais.
Apenas 20,7 % consomem tanto ocasionalmente (fora do convivio residencial), como
preparam e consomem em sua propria residéncia. Somente 6,9 % consomem onde
residem e 24,1 % ndo consomem. Ja que dos 58 entrevistados, um percentual
expressivo de 76 % sdo consumidores ainda que 48 % sejam ocasionais, o0 valor
percentual pode ser relevante, pois existe a possibilidade do risco de maior exposicéo
aos HPA e contaminantes que possam ocorrer em determinada populacado ou grupo
de pessoas, se for levado em consideracéo o preparo do QC em churrasqueira.

Segundo a forma de consumo verifica-se através da Figura 9, que 72,7 % dos
participantes da pesquisa de opinido preferem consumir o QC assado. Enquanto 15,9
% apenas ndo possuem preferéncias quanto a forma de consumo do alimento,
portanto ingerem o produto tanto cru como assado. Apesar disso, um namero muito
préximo dos que nao possuem preferéncias pode ser observado, 11,4 % participantes
da pesquisa de opinido, que consomem de outras formas, o que ndo permitiu inferir

se pode ou nédo, nesta parcela de individuos, ser significativa para exposi¢cao aos HPA.
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Figura 9 — Dados obtidos da pesquisa de opinido sobre o perfil dos

participantes.
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Nota: RJ - Rio de Janeiro ; NOR - Nordeste(generalizado para todos os Estados desta regido; OUT -
Outros; FUND - Nivel de instru¢do fundamental ou primeiros anos; MED - Nivel médio de instrucao;
SUP - Nivel de instrucéo superior; OCAS - Consumo ocasional; RES - Consumo residencial; NCON -
N&o consome; AVEND - Apenas vendem; VEND - Vendedores entrevistados; VEND CON - Vendedores
e consumidores; ASS - preparo do QC assado; ASS CRU - preparo do QC assado e cru; OUT PRE -

outras formas de praparo.

Fonte: Dados da pesquisa de opinido, 2016.

A Figura 10 representa além de outras mensuracfes, os dados dos
guestionados sobre o local de cozimento de maior preferéncia. A maioria dos
participantes que responderam a pesquisa de opinido, 59,0 % preferem o QC
preparado na churrasqueira, assim como 30,8 % tanto em churrasqueira como na
chapa seja elétrica ou a gas, em alta temperatura para cozimentos e tosta, e 10,3 %
responderam que somente preparam 0 queijo na chapa com aguecimento por
resiténcia elétrica, bem como pelo aquecimento da chapa pela combustdo do butano
ou propano (gas natural para uso domiciliar). O local de preparo permite inferir que o
uso da churasqueira entre a populacdo tanto consumidora residente, na regido
metropolitana do Rio de Janeiro, como consumidores ocasionais podem produzir e
expor-se aos HPA, e libera-los ao meio ambiente, sendo esta pratica uma potencial

fonte de contaminagéo de forma silenciosa. E nesse sentido, os riscos pode estar
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associado a capacidade e a oportunidade de determinado grupo populacional em
possuir ou adquirir uma churrasqueira, assim como a forma de acesso e conhecimento
do preparo nesta modalidade.

Observa-se que um percentual relevante de 34,69 %, disseram utilizar como
fonte de calor para o cozimento do QC, tanto o carvdo como o0 aguecimento elétrico.
Ja 10,2% utilizam fontes elétricas, carvao e a combustdo do gas natural e 2,0%
apenas responderam usar apenas o gas como fonte de combustivel para o
aquecimento. Na Figura 10 é possivel observar, também, que o combustivel mais
utilizado para preparar o QC é o carvao vegetal, pois 53,1% dos participantes da
pesquisa de opinido utilizam essa fonte de aquecimento para o seu cozimento do QC.

Pdde-se avaliar a importancia dessa andlise, pois possibilita base para a pratica
experimental na pesquisa sobre a formagéao de HPA através da combustéo do carvéo
vegetal, bem como o desprendimento destes ao ambiente seja no meio externo ou
livre de confinamento, assim como a origem da contaminacgéo por HPA nesse tipo de
matriz. Ainda assim, ndo foi possivel estimar a parcela separadamente dos 34,7 %
gue utilizam tanto carvao como eletricidade no aquecimento ou fonte de calor para o
cozimento, pois estes individuos assinalaram a duas opc¢des, mas se quantificar tal
valor quanto ao uso do carvao, pode-se inferir que 88 % dos 58 entrevistados utilizam
0 carvao vegetal, e portanto estimar como a maior parcela dos participantes usam a
combustéo do carvdo como fonte de calor para o preparo do QC.

Quando questionados quanto ao melhor tempo de cozimento, a maioria dos
participantes da pesquisa de opinido, 56,8 % preparam o QC entre 10 e 15 min (uma
estimativa pessoal). A preocupacdo maior se concentra hdo apenas para os 11,4 %
que relataram preferir “bem passado”, mas sim, para os participantes que nao
determinaram o tempo. Nesses casos, em que ndo foram estimados qual melhor
tempo de preparo do QC, se mais préximo ou quanto tempo exposto a fonte de calor,
fica a possibilidade de melhor apurar e mensurar experimentalmente qual tempo
necessario para que o QC atinja o ponto ideal para consumo, avaliando pela
aparéncia, sabor, textura e adequacao a ingestdo. Apesar das respostas terem sido
guantificadas, o tempo é um fator que depende da aceitabilidade no preparo e
consumo, bem como esta principalmente ligada as caracteristicas do produto.

As respostas dos participantes quando questionados sobre o perfil do queijo

assado para consumo, permite uma comparac¢do com a figura anterior, pois o tempo
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estimado para cozimento do queijo reflete na aparéncia final em que sera consumido.
Grande parte das respostas, 51,7 % das opinides, representaram o que era esperado
como as pessoas consomem o QC. Apesar de nenhuma recomendacao ser explicada
no rétulo dos fabricantes, ainda assim, os participantes mantiveram suas respostas
sobre o padrdo em que preferem consumir 0 queijo. Surpreende e preocupa, 0s que
nao souberam opinar, cerca de 19 %,dos quais as respostas sobre o perfil do queijo
assado nédo foram definidas. Uma parte expressiva de pessoas preferem o queijo com
perfil de“tostado” a “bem tostado”. O somatdério conferem aproximadamente 29,3 %
dos participantes, porém, esse valor aferido contrapde o valor de 11,4 % que opinaram
preferir “bem passado”, observado na mesma figura.

Dos participantes que responderam a pesquisa de opinidao, 58,62 % tanto os
gue consumiam como os que vendiam QC misturam marcas de fabricantes industriais,
sendo que 8,6 % nao misturam, e 29,3 % nao se importam com a marca do QC para
preparo, venda ou consumo. A mistura nesse caso, significa que se outras marcas de
produtores de QC fazem diferenca para consumo ou néo. Portanto, observa-se que
tanto para consumidores, como para vendedores ambulantes de churrasco na regiao
metropolitana do Rio de Janeiro, um valor expressivo de pessoas usam marcas
distintas no uso do QC.

Apesar desse fato, quanto aos experimentos de preparo das amostras foram
considerada apenas em duplicatas amostras de QC de mesma marca e lote de
fabricantes, para o melhor controle experimental, analitico e evitar erros aleatérios
indesejaveis, como desvio de qualidade, da uniformidade das amostras e

comprometimento das analises quimicas.
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Figura 10 — Perfil de preparo do QC segundo pesquisa de opiniao dos
participantes.
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Nota: CHU - Preparo na Churrasqueira; CHA - Preparo na Chapa Elétrica; CHU/CHA - preparo na
Churrasqueira e Chapa Elétrica; CAR - Carvao vegetal; CHU EL GAS - Churrasqueira elétrica e fogo
agas; CAR CHU ELE - Carvao e churrasqueira elétrica; GAS - Fogo a gas; 10 - 15MIN - tempo para
assar de dez a quinze minutos; N EST - Nao estimado; 2 - 10MIN - tempo para assar de dois a dez
minutos; BPAS - Bem passado; MIST - Mistura marcas; NMIST - Ndo mistura marcas; NIMP - N&o se
importam com a marca; PTOST - Preferem o QC parcialmente tostado; TOST - preferem tostado;
BTOST - Preferem bem tostado; NOPI - N&o opinaram como preferem.

Fonte: Dados da pesquisa de opinido, 2016.

Destaca-se que os resultados da pesquisa de opinido representados nas
Figuras 10 e 11 foram importantes para verificar o perfil de consumo, o tipo de
cozimento, o combustivel utilizado e o tempo de cozimento do QC. Dessa forma, foram
aplicados aos experimentos envolvendo a combustdo do carvdo e o processamento
das amostras de QC conduzidos inicialmente em laboratério.

Essa analise proporcionou condicbes mensuraveis ao serem reproduzidas
experimentalmente, inferindo-se, portanto, os efeitos relacionados ao comportamento

dos individuos no consumo e processamento do QC.
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5.2 RESULTADOS DAS ANALISES QUIMICAS

5.2.1 Procedimentos de Extragéo

O método Wegrzyn et al. (2006) foi executado inicialmente nos experimentos,
assim como outros métodos, como de: Veiga et al. (2014), Barranco et al. (2003), de
Nudi et al. (2007), Luz et al. (2013). O efeito de matriz predominou na execugao
desses meétodos, ocasionando inconsisténcias nas extracdes e produzindo
interferentes que dificultaram a separacao e identificacdo dos HPA. Esses métodos
nao foram adequados para a extracao de HPA em QC.

O método Wegrzyn et al. (2006) foi bem executado nos laboratérios e pelos
técnicos do IFRJ, a quantidade de amostra de 1 g, a utilizacdo das mesmas vidrarias
e materiais citados no estudo, a aliquota de 20 pL L* de padrdo de HPA usado para
dopar foi fundamental para aprimoramento das técnicas e procedimentos pre-
analiticos.

Destaca-se que a fortificacdo das amostras com padrédo de 16 HPA, teve como
objetivo inicial determinar a recuperacao, isto €, avaliar se o processo de extracdo era
efetivo. Buscou-se nesse sentido, relacionar o método de analise empregado ao
material disponivel na instituicdo. Reagente como MeOH 99,97 %, ciclohexano,
diclorometano, acetonitrila, cloroférmio e equipamentos para o tratamento das
amostras foram utilizados em diversos métodos.

Fora observado que ao aplicar o método Wegrzyn et al. (2006) na etapa de
centrifugacéo a separacao de trés fases nas amostras de QC nédo ocorreram. E nesse
caso, nao foi possivel coletar a ultima fase formada no fundo dos tubos que
possivelmente continha os HPA. O procedimento de filtracdo e purificacdo em
cartuchos de silica 0,45 um, e ressuspensao do filtrado com cloroférmio nao foi efetivo
mesmo apoés centrifugar as amostras a 10.000 rpm por 10 minutos (rotacdo e forca
centrifuga maxima para equipamento utilizado).

Procedeu-se também a Extracdo em Fase Sdlida (EFSA), esta cita a
purificacdo de amostras contendo HPA, segundo Wegrzyn et al. (2006), com
cartuchos contendo Florisil em suporte soélido préprio para HPA, em sistema a vacuo.

Os eluentes foram coletados, evaporados até a secura, concentradas as amostras e
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resuspensas em ACN, para serem injetadas em CLAE-DF, a fim de identificar os HPA
propostos por Wegrzyn et al. (2016).

Para o QC o método de Wegrzyn et al. (2006) nao foi efetivo e gerou muitos
interferentes. Em alguns casos as amostras mesmo filtradas turvaram, ndo houve a
separacao das trés fases, onde parte da LLE foi interrompida e ndo concretizada.
Buscou-se, portanto, outros métodos para desenvolver a extracdo em uma matriz tao
complexa comparadas a de QC.

Portanto, na busca de um método mais eficiente, com menor gasto de solvente
e adequado aos equipamentos e reagentes dos laboratérios do IFRJ, o método
Esposito et al. (2015) permitiu obter extratos adaptados para serem analisados em
CG-EM. Apesar do método Esposito et al. (2015) utilizar a técnica CLAE-DF para
identificar HPA em mozzarella defumada, foram possiveis adaptacdes do método de
extracdo de HPA em queijos de coalho assados em churrasqueira, levando em

consideracao a semelhanca das matrizes e de suas estruturas quimicas.

5.2.2 Analises em CG-EM

5.2.2.1 Dados analiticos

Diante das dificuldades apresentadas para a determinacdo dos 16 HPA por
CLAE, optou-se, ap0s revisdo bibliografica, testar a separacéo e identificacdo por CG-
EM. Para tal, contou-se com o apoio do o Laboratério de Analise Quimica e Ambiental
da Universidade do Estado do Rio de Janeiro — Campus Resende, tanto no uso do
cromatégrafo, visto que o equipamento do Laboratério de Instrumental do IFRJ estava
sendo consertado, a priori, bem como no desenvolvimento do método analitico. Os
dados obtidos em colaboracdo com a UERJ-Resende, foram essenciais para servir
de base para uma investigacdo analitica das amostras pela técnica CG-EM
empregada no IFRJ, bem como para identificacdo, deteccdo e monitoramento dos
analitos.

As analises foram realizadas segundo as condic6es do método cromatografico
descritas no item 4.8, com as condi¢cdes operacionais e monitoramento dos ions

descritos nas Tabelas 14 e 15.
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As curvas analiticas foram construidas utilizando solu¢des padrdo. A curva
utilizada tinha cinco niveis de concentracéo (125, 250, 375, 500, 1000, 1250 ng ml?),
em cinco concentracdes de 1 a 200 ng mL* . A linearidade foi avaliada através do
coeficiente de determinacdo r2. O limite de deteccdo e quantificacdo foram
determinados utilizando os parametros da curva analitica.

Alguns cromatogramas foram selecionados para representar as analises em
CG-EM realizadas no IFRJ, apés as amostras de QC serem preparadas de acordo
com o método de extracdo com modificacbes de Esposito et al. (2015). Estas foram
injetadas no equipamento de CG-EM. As Figuras 16, 17 e 18 representam 0s
cromatogramas de amostras fortificadas com padrédo da mistura de 16 HPA em
concentracdo conhecida, 1-20 yg mL* de HPA, apés o preparo da amostra (QC
triturado nas alturas 5, 15 e 20 cm de distancia das brasas da churrasqueira,
respectivamente). Outros cromatogramas dos analitos podem ser visualizados nos

Apéndice D.

Figura 11— Cromatograma obtido do CG-EM, pela injecdo de amostra do

extrato de QC assado a 5 cm e triturado.
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Nota: O cromatograma exposto foi obtido no Modo SCAN.

Fonte: Laboratorio de Analise Instrumental - IFRJ, 2018.
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Figura 12 — Cromatograma obtido do CG-EM pela a injecdo de amostra do
extrato de QC assado a 15 cm e triturado.
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Nota: O cromatograma exposto foi obtido no Modo SCAN.

Fonte: Laboratdrio de Anélise Instrumental - IFRJ, 2018.

Figura 13— Cromatograma obtido do CG-EM pela a injecdo da amostra 32 do

extrato de QC assado a 20 cm e triturado.
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5.2.2.2 Avaliagdo do método analitico

Sendo o método analisado por CG-EM no modo SIM e os analitos identificados
também por deconvolucdo no programa Mass Hunter, ndo foi obtido sinal de
interferentes no tempo de retencdo dos analitos alvo, demonstrando a especificidade
do método. Amostras de branco de solvente (hexano) e branco de amostra (matriz
isenta de analito) foram injetadas apds o nivel de maior concentragcdo da curva
analitica, ndo apresentando sinais no tempo de retencdo dos HPA avaliados.

A linearidade foi obtida por regressao linear com o método dos minimos
guadrados a partir da relagdo entre a concentracdo e area do analito, com
padronizagdo externa. A curva analitica foi injetadas em cada dia de andlise e utilizada
para quantificacdo de amostras. Foi utilizada apenas uma curva de calibragdo, em que
foi possivel perceber a melhor curva adotada de um dia de anadlise, ja que outras
analise foram realizadas em dias proximos.

A preciséo intermediaria foi determinada com as amostras de queijo assadas a
5, 15 e 20 cm entre dias diferentes. Estes resultados englobam os valores obtidos pela

precisdo intra-ensaio. Os resultados estdo apresentados nas Tabela 18 e 19.

Tabela 18 — Preciséao intermediaria de amostras fortificadas com padrao

HPA Precisao intermediaria

DPR %5cm DPR %15 cm DPR%20 cm

Naf 13,45 32,53 29,70

Acl 5,01 2,73 9,63

Act 8,26 0,11 9,61

Flu 4,77 1,46 3,80

Fen 5,22 4,75 9,40

Antr 0,47 0,86 3,82

Fluo 2,76 3,91 4,86

Pir 7,90 4,03 5,89

B (a) A 2,76 3,45 8,48

Cry 2,49 2,23 5,39

B (b)F 0,20 4,50 14,40

B (k) F 2,77 1,51 7,24

B(aP 8,01 6,83 11,49

D (a) A 3,35 4,54 8,23

B (g, h,i)P 13,77 13,76 4,36

Ind 7,95 8,58 4,04

Fonte: Dados do estudo - IFRJ, 2018.
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Tabela 19 — Recuperacéo (%) das amostras fortificadas com padrao de 16
HPA na concentracéo 1 - 20 pg mL™.

HPA 5cm 15cm 20cm
Nap 69,2+0,1 12,7*+0,3  21,5*+0,3
Acl 78,0+0,05 66,6+0,03  83,5%0,1
Act 72,3%0,08 65,5+0,01  76,7+0,1
Flu 70,640,05 63,9+0,01  78,2+0,04
Fen 77,6£0,05 68,7+0,05 163,1*+0,09
Antr 75,240,01 75,5+0,01  98,1+0,04
Fluo 91,5+0,03 87,8+0,04 117,0+0,05
Pir 79,640,08 72,3#0,04 120,9+0,06
B(aA 90,9+0,03 89,9+0,03 110,6+0,08
Cry 80,940,02 78,5+0,02 99,1+0,05
B(b)F 87,7+0,01 87,940,05 102,0+0,1
B (k) F 82,0+0,03 73,8+0,02 92,3%0,07
B(@P 76,5+0,08 64,7+0,07  95,8%0,1
D(@A 37,9*+0,03 40,0*+0,05 44,7*+0,08
B(g,h,i)P 985+0,1 109,0:0,1 97,0+0,04
Ind 55,4+0,08 58,7+0,09  69,8+0,04

Nota: *Valores fora da faixa de 50 — 120% de recuperacéo
utilizada como critério.

Fonte: Dados do estudo - IFRJ, 2018.

A variacao da repetitividade das amostras se deve a dificuldade em obter uma
amostra homogénea, ja que a trituracéo da superficie do QC assado ndo permite uma
proporcao exata de HPA presentes no campo de coleta dessa matriz. A analise entre
dias, também pode ser citada como relavante fator para a variacdo dos dados obtidos,
ja que os experimentos adotando o método de extracdo duraram por um dia
aproximadamente, sendo portanto, um processo muito longo.

Sendo por vezes, iniciado e finalizado no mesmo dia ou ficando as amostras
armazenadas sob congelamento até seram analisadas outro dia, logo, a duracao de
24 horas ap0s extracdo pode justificar a variacao dos resultados de recuperacéao e de
concentracdo para 0 mesmo analito em amostras oriundas do mesmo processo de
preparo e extracdo quimica.

Estudos de recuperacdo para a avaliacdo do procedimento empregado no
tratamento da amostra foram realizados comparando-se diferentes metodologias. De
acordo com Esposito et al. (2015), a CE 836/2011 utiliza como critério para analise de

HPA em alimentos, a faixa de 50 — 120 % de recuperacéo.
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Os estudos de recuperacdo de HPA foram conduzidos e obtidos a partir de
valores quantificados da &rea dos picos referentes aos 16 HPA, permitindo em
seguida obter por andlise estatistica da média percentual, recuperacao percentual e 0
desvio padrdo e desvio padrédo relativo das concentragées dos HPA em ug kg*
investigados nas amostras fortificadas com padréao de concentracdo conhecida (Mix
de 16 HPA de Supelco Analytical, 1 - 20 yg mL?), de acordo com amostras submetidas
a alturas determinadas e sob o tempo de processamento a 100 % do normal. Ressalta-
se que essas alturas e tempo, foram tomadas por base, porém com modificacdes, aos
experimentos de Rose et al. (2015), Esposito et al. (2015) e Pagliuca et al. (2003).

Na Figura 14 pode ser visualizado diferentes percentuais de recuperacoes
obtidos das andlises realizadas. Os resultados nesse grafico permitem melhor
compreensao e comparacao da recuperacdo de HPA na matriz referente a cada

altura.

Figura 14— Gréfico do percentual de recuperacdo HPA em ug kg?, das

amostras fortificadas e analisadas por CG-EM.
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Nota: As linhas vermelhas demonstram que faixa percentual de recuperacéo ficou
dentro do esperado, conforme o documento CE 836/2011 citado por Esposito et al.
(2015).

Fonte: Dados obtidos do estudo experimental, 2018.
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Ficou evidente que o método de extracdo empregado, possibilitou uma
expressiva recuperacéo dos HPA na concentracédo de 1 - 20 yg mL* do padréo. Foi
adotado para a fortificacdo das amostras o volume de 100 pL para cada preparo (QC
em duplicata das diferentes alturas, 5, 15, 20 cm). A concentracdo dos analitos
presentes no padrao segue o demonstrado na diluicdo por Veiga et al. (2014), a qual
foi utilizada a padronizacdo externa, pois nesta concentracdo, os HPA sé&o
identificados com melhores picos na curva de calibracdo. As concentracdes dos HPA
presentes na mistura do padrdo permitiram obter a solucao na diluicdo necessaria
para a fortificagdo das amostras, bem como comparar esses valores com a curva
analitica. Destaca-se que: NAF para a altura de 15 e 20 cm, FEN para altura de 20
cm, ndo obtiveram resultados satisfatorios, assim como D(a,h)A, em todas as alturas,
nao atendendo ao preconizado para HPA em alimentos pela CE 836/2011.

Comparando-se as recuperacdes obtidas nas diferentes alturas verifica-se a
recuperacdo média foi de 76,5 %, 69,7 % e 91,9 %, respectivamente para 5, 15 e 20
cm. Logo, tanto o método de extracdo, como o cromatografico, foi efetivo na
determinacao de HPA, principalmente nas amostras tratadas a 20 cm de distancia da
brasa emitida do carvéo.

A média das concentragdes recuperadas nas amostras fortificadas (Figura 17)
demonstraram que a extracdo pelo método Esposito et al. (2015) foi eficiente, seletiva
e sensivel para 13 HPA (exceto para NAF, FEN e D (a,h) A). Apesar de variar em
concentragfes distintas nas respectivas alturas, das quais as amostras de QC foram
submetidas, as maiores concentracbes observadas a partir da média foram
encontradas em amostras expostas as brasas de carvao na altura de 20 cm. Além
disso, verificou-se as melhores recuperacdes em amostras submetidas a altura de 20
cm, em se tratando dos 8 HPA. Sugere-se, portanto, que a matriz coletada e tratada
em diferentes alturas interfere na interacdo por cada analito de modo distinto em
termos quantitativos e qualitativos. Desta forma, foi observado a efetividade da
fortificacdo, a estabilidade do padréo frente a interacdo com a matriz e o método de

extracao quimica empregado.
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Figura 15— Concentragdo média em pg kg* das amostras fortificadas com 100
uL, na concentracéo 1 - 20 uyg mL* de padréo dos 16 HPA.
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A concentracdo encontrada nas amostras fortificadas corroborou com o
resultado demonstrando que o método de extracdo executado permitiu a recuperacao
dos 8 HPA (em ug kg?), que séo de prioridade para monitoramento de seus niveis de
contaminacdo em alimentos segundo USEPA, CE e WHO. Os resultados foram em
somatorio a 5 cm (£ 8 HPA = 527,06 ug kg?); a 15 cm (X 8 HPA=525,94 ug kg?) e a
20 cm (2 8 HPA= 618,63 ug kgt). Apesar da recuperagéo apresentar-se mais efetiva
a 20 cm na Figura 18, cabe destacar a variagado entre 2 8 HPA foi de 14,8 % e 15 %

para 5 cm e 15 cm, respectivamente.
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Figura 16— Média das concentracdes recuperadas nas amostras fortificadas
dos 8 HPA (em ug mL™?).
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Fonte: Dados dados obtidos do estudo, 2018.
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Tabela 20 - Figuras de mérito estimadas nas analises das amostras de QC.

HPA Curva analitica r? LDwgkgy)  LQug kg
NAP y=185,55x -37971,34 0,997 0,002 0,006
ACE y=188,892x-8506,36 0,998 0,002 0,007
ACY y=120,99x —24089,16 0,997 0,003 0,008
FLU y=257,21x -53460,59 0,998 0,001 0,003
FEN y=185,24x —37535,82 0,988 0,001 0,004
ANT y=227,97x —49703,68 0,997 0,001 0,003
FLU y=188,62x —52485,65 0,997 0,002 0,007
PYR y=211,35x —32744,01 0,997 0,002 0,006
BaA y=198,69x —34332,02 0,994 0,003 0,008
CRY y=188,77x —27589,42 0,994 0,002 0,006
BbF y=152,62x —25279,43 0,997 0,003 0,008
BkF y=195,50x —30634,80 0,997 0,002 0,007
BaP y=154,60 —24585,80 0,998 0,003 0,008
DahA y=182,95 -31152,24 0,995 0,002 0,007
BghiP y=156,14 —27538,54 0,963 0,003 0,008
IND y=40,51 —6625,90 0,996 0,010 0,030

Fonte: Dados obtidos do estudo - IFRJ, 2018.
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O intervalo do limite de deteccao (LD) foi estabelecido experimentalmente entre
0,001 — 0,010 ug kg*. Foram considerados para estimar o LD dos analitos a partir do
FLU, pois os valores de concentracdes de NAF, ACE e ACY apresentaram algumas
discrepancias e outliers.

Para o limite de quantificacdo (LQ) foi considerado o intervalo de um intervalo
de 0,003 — 0,030 ug Kg*, sendo o menor valor determinado na curva de calibragéo,
precisdo < 5% e exatidao no intervalo de 95 %.

O limite inferior e superior de recuperacao percentual foram respectivamente,
12,7 % e 163,1 %. A média das concentragdes em ug Kg*, obtidas na andlise dos 8
HPA de interesse para monitoramento em alimentos, X= 557,2 ug Kg' em amostras
fortificadas, e = 1084,6 ug Kg* para nao fortificadas, sendo relevante em relagédo ao
nivel de contaminacdo gerado no processamento do QC em churrasqueira, pois
Nisbert e Lagoy (1992) comprovaram a toxicidade dos HPA com experimentos em
ratos, tanto isoladamente, como a acdo destes compostos associados, gerando
percentuais elevados para o risco em causar cancer na espécie investigada, conforme

pode ser visualizado na Tabela 8 deste trabalho.

5.2.2.3 Concentracfes das amostras de queijo de coalho

As Figuras 17, 18 e 19 representam os cromatogramas de amostras de queijo
de coalho, apds o preparo da amostra (QC nas alturas 5, 15 e 20 cm de distancia das
brasas da churrasqueira e trituradas, respectivamente). Outros cromatogramas

podem ser visualizados no Apéndice D.



113

Figura 17— Cromatograma obtido do CG-EM, pela inje¢cdo da amostra 29 do
do extrato de QC assado a 5 cm, sob influéncia do calor a 100% do tempo normal e
triturada.
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Fonte: Laboratdrio de Anélise Instrumental - IFRJ, 2018.

Figura 18— Cromatograma obtido do CG-EM pela a injecdo da amostra 31 do
extrato de QC assado a 15 cm, sob influéncia do calor a 100 % do tempo normal e

triturada.
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Fonte: Laboratorio de Analise Instrumental - IFRJ, 2018.
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Figura 19— Cromatograma obtido do CG-EM pela a inje¢cado da amostra 57, do
extrato de QC assado a 20 cm, sob influéncia do calor a 100 % do tempo normal e
triturada.
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Fonte: Laboratdrio de Anélise Instrumental - IFRJ, 2018.

A analise de HPA por CLAE proposta por Lee e Shim (2007) demonstraram que
as amostras investigadas foram contaminadas com niveis significativamente
expressivos de B (a) P. Em geral, os produtos de origem animal apresentaram altos
niveis de deteccdo B (a) P variando de 2,21 a 5,55 ug kg*. A variagdo dos niveis
ocorreram nas matrizes estudas, porém processadas de modos distintos, sendo
alimentos fritos, assados, grelhados e defumados. Os niveis mais altos de B(a)P
estudados foram encontrados no estudo de Lee e Shim (2007) em frango e carnes
defumadas.

Os resultados da analise de Lee e Shim (2007) demonstraram que o Ba(a)P foi
detectado em niveis que variaram nos diferentes tipos de alimentos estudados (19
itens alimenticios estudados).

O estudo com QC mostrou que os nives de concentracdo de B(a)A e D(a,h)A
estiveram elevados e variaram de 140,73 a 149,46 ug kg, e 135,00 a 139,53 ug kg
!, respectivamente. Relembra-se que estes sdo 0os compostos com maior indice de
possivelmente causar tumores, de acordo com estudos de Lee et al.(2018) e Nisbet e
Lagoy (1992).

Os valores obtidos de HPA das amostras ndo fortificadas apresentaram

variacbes entre os HPA investigados. Na Tabela 20 podem ser observadas as
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concentragbes de HPA encontradas nas amostras de QC assadas nas diferentes

alturas.

Tabela 21 — Concentracdes em ug kg' de HPA encontradas nas amostras

gueijo de coalho assadas nas diferentes alturas

HPA 5cm 15cm 20cm
NAP 139,846,6 63,9+4,9 108,6+4,4
ACE 149,2+2,2 664,8+1,0 833,646,9
ACY 141,1+6,3 149,4+7,7 146,4+5,8
FLU 153,9+3,3 143,7+7,2 78,1+1,2
FEN 298,2+2,2 228,4+4,3 244,8+1,8
ANT 158,6+4,5 147,35,5 149,9+2,9
FLU 179,7+1,2 156,1+1,1 156,7+4,7
PYR 179,5+1,3 156,0+1,5 152,2+3,1
BaA 149,4+1,4 144,6+1,1 140,7+4,2
CRY 140,2+1,5 135,0+01,1 130,245,6
BbF 143,3+1,1 146,9+1,1 140,7+7,8
BkF 133,1+1,1 134,7+1,1 129,1+5,9
BaP 112,9+1,2 110,0%1,2 130,4%8.1
DahA 139,5+1,4 137,2+1,3 135,045,8
BghiP 137,7+0,4 136,6x4,4 141,1£2,2
IND 138,9+1,2 134,06+6,9 131,6%4,4

Fonte: Dados do estudo - IFRJ, 2018.

Segundo Esposito et al. (2015), 6 HPA foram determinados em Mussarela
defumada de Bufalo da Campana. Técnicas diferentes de defumacdes estudas pelos
autores foram comparadas para avaliar o risco associado ao consumo desses queijos.
Esposito et al. (2015) ressaltaram que embora nenhum limite maximo seja
estabelecido para os HPA em queijo, 0s niveis encontrados em algumas amostras
constituiram um risco para a saude.

O fato do estudo de Esposito et al. (2015) chamou a atencéo devido o uso de
materiais tradicionais que envolve o acimulo de HPA na parte externa. E, que no total
das concentra¢cdes no produto, estas foram significativamente menores em relacéo as
concentragcfes encontradas em QC. Ainda assim, a técnica de defumacéao (envolver
papel em queijos) revelaram alto nivel de contaminacéo, com faixas de concentracdes
de B(a)P que foram de 110 a 417,8 ug kg. Apesar desse fato, niveis de D (a,h) A nédo

foram encontrados em queijos submetidos a defumacao liquida industrial.
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Esposito et al. (2015) enfatizaram a idéia de que fabricantes de produtos
utilizam a defumacéao liquida em alimentos como no caso de queijo mussarela, mas
nao recomendam que a casca de tais produtos seja ingerida. A mussarela defumada
com palha de trigo apresentou niveis de contaminagdo por HPA que foram muito
variaveis, mesmo na parte exterior, onde valores aceitaveis de B(a)P e B(a)A foram
detectados, mesmo que limites de HPA nesse tipo de matriz ndo sejam definidos por
agéncias reguladoras sanitarias.

Neste estudo, ao preparar as amostras para a analise, a principal parte triturada
e submetida ao processo de extracdo (seguindo o método Esposito et al. (2015) foi a
casca da matriz de QC processada em churrasqueira. Cabe destacar que nao foram
testados os niveis de penetracdo dos 16 HPA na matriz processada em churrasqueira,
nem mesmo dos 8 HPA prioritarios para o0 monitoramento em alimentos, sugerindo,
portanto, apenas constatar um alto teor de contaminacdo por HPA na superficie do
QC assado.

Os niveis do somatoério dos 4 HPA encontrados em queijos defumados no
estudo de Esposito et al. (2015), que para OMS podem causar cancer, foram
preocupantes. Mesmo quando estes compostos foram observados individualmente, o
somatorio de 4 HPA encontrados foram 957,2 a 1892,5 ug kg™.

Em QC assado foram encontrados niveis de 4 HPA e 8 HPA variaveis, apesar
dos valores préximos no processamento realizado nas alturas 5, 15, 20 cm de
distancia das brasas, as concentracdo respectivamente foram % 4 HPA (679,22;
671,42 e 671,30) em ug kg e para X 8 HPA (1095,37; 1079,34 e 1079,08) em ug kg
!, Na Figura 20 podem ser verificadas as concentracdes de HPA obtidas nas diferentes

alturas ap0s processamento:
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Figura 20 — Concentragées reais das amostras néo forficadas em ug kg
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Fonte: Dados do estudo - IFRJ, 2018.

Foi possivel verificar que n&o houve uma diferenga significativa das
concentracbes de HPA nas diferentes alturas, segundo este estudo para os
compostos com carcinogenicidade comprovada.

Esposito et al. (2015) destacaram que em amostras de mussarela, foi possivel
derivar os perfis de contaminacao por HPA. Eles caracterizaram as varias técnicas de
defumacdo, contudo, ndo foi possivel identificar HPA em todas as amostras
submetidas a esses processos ou detectar em qualquer uma das trés partes (casca,
interior e produto inteiro) das amostras. Embora o pequeno numero de amostras
analisadas nao permitiram afirmar que seja possivel identificar padrdes caracteristicos
de contaminacdo, algumas diferencas foram detectaveis, como, em amostras
defumadas com papel corrugado, onde concentraces HPA foram maiores, e uma
prevaléncia de B(a)A e B(b)F.

Nas amostras de QC, ndo ocorreram a auséncia de algum dos 16 HPA neste
estudo. Pelo contrario, a variabilidade entre amostras ndo excluiu a possibilidade de
contaminacao por um ou outro composto dessa classe de substancias toxicas. O que
reforca os risco de exposicdo por ingestdo desse tipo de alimento ou do preparo
deste.

Nos estudos de Rose et al. (2015) foram destacados pontos importantes na
analise de HPA em diversos alimentos processados na forma de grellhar, fritar, tostar
e assar, em aguecimento por tempo prolongado ou curto e em distancias variadas. De

acordo com as pesquisas dos autores, em alguns alimentos o0s niveis de HPA néo
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aumentaram ao grelhar, fritar ou assar o alimento, independente da intensidade,
tempo ou periodo de exposi¢cdo ao calor, como a carne bovina e de porco. Embora,
em outros alimentos foram constatados niveis elevados de HPA, como em salméo e
hamburgueres assados em churasqueira com carvao vegetal.

Os experimentos com churrasco de alimentos prepados com carvdo mostraram
gue hamburgueres possuiam as maiores concentracdes totais dos 8 HPA.

A pesquisa com QC néo revelou diferencas na concentracdo de HPA em
amostras assadas nas alturas 15 e 20 cm para alguns HPA, nesse caso, aqueles de
maior nimero de anéis aromaticos como os 8 HPA prioritarios para 0 monitoramento
em alimentos.

Concentragdes elevadas foram observadas de Acenatftilieno em QC assados a
15 e 20 cm, bem como de Fenantreno em amostras assadas a 5 cm. Em geral, os
niveis de HPA variaram com as distancias. O distanciamento das amostras da fonte
de calor ndo aumentaram a concentragcdo de HPA, o que também foram constatados
nos estudos de Rose et al. (2015) com carnes assadas em churrasqueira, com
excecao da carne de hamburguer bovino.

Apesar de poucas diferencas entre amostras de 5, 15 e 20 cm, concentracdes
consideraveis como de alto nivel de contaminacdo, tanto para os padrdes
internacionais, com para os limites nacionais de produtos contendo aromas de
fumaca.

Sendo assim, todos os 16 HPA nas diferentes alturas foram identificados e
extraidos das amostras de QC. A concentracdo de benzo (a) pireno variou de 0,006 —
0,030 pg kg? (LQ). A legislacédo brasileira referente aos aromatizantes/aromas de
fumaca, destaca o valor limite de 0,03 pg kg para benzo (a) pireno (BRASIL, 2007).

A soma de 4 HPA também alcancou valores muito superiores (541,63 pg kg™)
ao nivel maximo fixado para varios produtos alimenticios, conforme disposto em
regulamento europeu, onde o maior valor encontrado se refere a moluscos bivalves
(35 pug kg™).

Naccari et al. (2008) realizaram um estudo com queijo provolone defumado,
onde as concentracdes de HPA no queijo defumado por meio de métodos naturais foi
superior (B (a) P: 0,46-1,13 ug kge B (a) A: 1,38-9,29 ug kg?) aos encontrados em
amostras aromatizadas pela técnica de defumacéo liquida (B (a) P: 0,085-0,32 ug kg

1. B (a) A: 1,20-2,98 ug kg'). Entretanto, destaca-se que os valores obtidos para o
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gueijo de coalho foram 115 a 406 vezes superiores para B (a) P e de 16 a 50 vezes
superiores para B (a) A.

Esposito et al. (2015) obtiveram concentracdes de benzo (a) pireno na casca
da mozzarella que foi diretamente exposta a fumaca (queima de madeira) variando de
<0,8 ug kg* a 28,2 ug kg?. E, a soma de 4HPA de 26,2 ug kg*. Avaliaram também a
defumacéao utilizando para tal papel liso e corrugado. Observaram que usando o papel
liso os resultados foram semelhantes ao do uso da madeira. Entretanto, altas
concentragdes foram obtidas com o uso de papel corrugado. A concentracdo mediana
na casca da mozzarella de B (a) P foi de 247,9 ug kg, B (a) A, 498,7 ug kg, B (b) F,
410,7 ug kgte Cry 177,8 ug kg. No caso do uso de papel corrugado para queima, as
concentragdes obtidas foram 1,9; 3,3; 2,8 e 1,3 vezes superiores aos valores de
concentracédo dos HPA acima relacionados obtidos para QC, respectivamente.

Segundo Purcaro et al. (2013), Esposito et al. (2015), e CE (2011), o benzo (a)
pireno ndo pode ser o Unico marcador para a ocorréncia de HPA em alimentos. Assim,
um novo sistema de substancias especificas de 4 HPA ou de 8 HPA devem
representar os indicadores mais adequados desses compostos nos alimentos, visto
gue o somatorio dos 8HPA séo de prioridade para o monitoramento, devido ao alto
indice carcinogénico, mutagénico e genotoxico.

Concluiu-se no relatério da CE, que um sistema de oito substancias (8HPA)
representaria significativamente o valor de toxicidade comparado com um sistema de
guatro substancias (4 HPA) mais o B (a) P, havendo, portanto, pouca harmonizacéo
em relacdo aos HPA prioritarios para serem monitorados pelas agéncias e 6rgaos
internacionais reguladores, caso haja a contaminacédo em alimentos.

Com base nas conclusdes da European Food Safety Authority (EFSA), nédo é
possivel manter o sistema atual utilizando o benzo (a) pireno como Unico marcador da
classe dos compostos HPA para determinar a toxicidade em humanos. Por
conseguinte, foram necessarias alteracdes no Regulamento (CE) n°1881/2006, no
gual introduziu-se novos teores e limites maximos para a soma de quatro substancias
4 HPA (benzo (a) pireno, benzo (a) antraceno, benzo (b) fluoranteno e criseno) na
atualizacdo deste regulamento na CE n° 1125/2015, mantendo, entretanto, um teor
maximo distinto para os outros HPA em relacdo ao benzo (a) pireno. A Tabela 22

representa as alteracdes e os limites de HPA como alerta de monitoramento para


https://www.efsa.europa.eu/en

120

limites maximo permitidos em alguns alimentos, a qual ndo inclui queijos de quaisquer

espécies.

Tabela 22 — Teores maximos de HPA presentes em géneros alimenticios.

Género alimenticio B(@P *Z 4 HPA
Mg kg-1 Mg kg-1

Oleos e gorduras (com excecdo da manteiga de 2,0 10,0
cacau e do 6leo de coco
Gréaos de cacau e produtos derivados 5,0 30,0
Oleo de coco 2,0 20,0
Carne fumada e produtos a base de carne fumada 2,0 12,0
Peixe defumado e produtos de pesca defumados, 2,0 12,0
crustaceos, caranguejos e crustaceos similares
(Brachyura e Anomura) defumados.
Espadilhas defumadas e espadilhas defumadas em 50 30,0
lata (sprattus sprattus); moluscos bivalves (frescos
refrigerados ou congelados), e Katsuobushi (bonito
seco, Katsuwonus pelamis). Carne tratada
termicamente e produtos a base de carne tratada
termicamente
Moluscos bivalves 6,0 35,0
Alimentos transformados a base de cereais e 1,0 1,0
alimentos para bebés destinados a lactentes e
criancgas jovens
Férmulas para lactentes e formulas de transicéo, 1,0 1,0
Alimentos dietéticos destinados para fins medicinais 1,0 1,0

especificos, especificamente destinados a lactentes

*benzo (a) antraceno, benzo (b) fluoranteno, criseno e benzo (a) pireno. Entra em

vigor a partir de 2014.

Fonte: Comisséo Europeia, 2015.

Os 8 HPA, B (a) P, B (a) A, Cris, B (b) F, B (k) F, D (a, h) A, B (g, h, i) P, IND de

prioridade para o monitoramento pela OMS e CE, foram possiveis quantificar nas

amostras processadas em churrasqueira artesanal, em amostras de QC dispostas em

distintas alturas, com 100% do tempo normal e expostas a fonte de calor. O total do

8 HPA em ug kg representados na Figura 21 foram a 5 cm (£=1095,37 ug kg), 15

cm (2=1079,33 ug kg?), 20 cm (£=1079,08 ug kg™?).
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Figura 21 — Somatério das concentragcbes dos 8 HPA prioritarios no
monitoramento pela OMS e CE para alimentos.

3500,00
2949,62
3000,00 2789,26
2495,66
2500,00
< 2000,00
0
>
2 1500,00
1095,37 1079,33 1079,08
1000,00
46,06 36,69 42,14
500,00 . .
0,00
5cm 15cm 20 cm
B3> m34HPA m3I8HPA

Fonte: Dados obtidos do estudo - IFRJ, 2018.

Comparando-se os valores de concentracdo obtidas do queijo de coalho com
os teores maximos dos géneros alimenticios que sofrem processo de defumacéo
(carne e peixe) preconizados pela CE (2015), observa-se que em relacéo ao B (a) P,
os valores obtidos sdo cerca de 65 vezes superiores e o somatério de 4 HPA
aproximadamente 45 vezes superiores.

Embora atualmente ndo hajam limites maximos estabelecidos na legislacéo
brasileira, mas sim, na legislacao europeia estes valores de B (a) P, 4 HPA e para 8
HPA sdo muito elevados e constituem um risco grave para a saude dos consumidores.
Mesmo que 0 consumo seja esporadico ou ocasional, pois ja foi comprovado em
estudos com ratos que as exposices as concentracdes elevadas em curto periodo
de tempo equivalem aquelas que ocorrem por um longo periodo ou anos, quando o
efeito se trata de compostos tdxicos e bioacumuladores como os HPA (NISBERT e
LAGOY, 1992).

Segundo Guillén et al. (2011), HPA com maior massa molar, nesse caso
incluiem a maioria dos agentes cancerigenos, sdo encontrados em concentracdes

baixas em amostras de queijos defumados. De fato, benzo(a)antraceno, juntamente
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com o criseno + trifenileno, foram os HPA com maior massa molar detectada em todas
as amostras defumadas estudadas por Guillén et al. (2011).

A concentracdo de benzo(a)pireno detectada foi somente em uma das
amostras e possuia niveis abaixo do limite estabelecido na Espanha, em se tratando
da casca de queijo defumado. Entretanto, altas concentragcbes de HPA foram
encontradas, especialmente do naftaleno e seus derivados alquilicos, cujo efeito sobre
a saude humana e seu metabolismo no organismo ainda n&o estdo bem elucidados
(GUILLEN et al., 2011).

Os resultados a partir da analise do perfil de HPA sugerido por Guillén et al.
(2011) apontam para uma potencial relagéo entre alguns pares de HPA (Naftaleno /
Acenatftileno / Fenantreno / Antraceno) para fornecer informacgdes sobre a fonte de
contaminacao. Além disso, diferencas foram encontradas, dependendo da posicéo
dos queijos no defumador e na direcdo em que queijo estiveram expostos a fumaca.
Aqueles colocados diretamente no caminho da fumaca foram as amostras com maior
nivel de contaminacao.

Somente com 100 % do tempo normal, para as alturas 5, 15, 20 cm em 45
minutos de queima do carvao foram possiveis identificar os HPA em QC assados.
Esses resultados contrastam com os estudos de Rose et al. (2015) em experimentos
com carne grelhada, exceto para carne de hamburguer, mas ndo com o estudo de
Guillen et al. (2011).

Apesar de resultados opostos entre os estudos de Guillén et al. (2011) e o de
Rose et al. (2015), e de serem pesquisas com matrizes diferentes, ao relatarem que
a posicdo das amostras no defumador influenciaram na concentracdo de HPA
conforme afirma Guillén et al. (2011), na investigacdo com QC observou-se pouca
diferenca nas concentracbes de HPA, exceto para o Naftaleno, Acenaftaleno,

Acenafteno, Fenatreno e Fluoreno em amostra preparadas nas distintas alturas.

5.3 RESULTADOS DOS CALCULOS DE TOXICIDADE COM BASE EM FET (FATOR
DE EQUIVALENCIA TOXICA) AO B (a) P

O nivel de toxidade continua sendo explorado em diversos estudos como o de
Lee et al. (2018), Grova et al. (2017), Rose et al. (2015) e Nisbet e Lagoy (1992).
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Atrelado a tais pesquisa, sugere-se na comunidade cientifica avaliacfes
guanto: a quantidade, o nivel de exposi¢éo, toxicidade do HPA para o ser humano e
gual a margem maxima de ingestao de alimentos contaminados por compostos podem
ser prejudiciais aos humanos.

Veiga et al. (2014), Rose et al. (2015) e Esposito et al. (2015) destacaram a
importancia do monitoramento de HPA, como o do B(a)P mais os 4 HPA de relevancia
toxicolégicas comprovadas, quando estes sdo ingeridos através dos alimentos. Para
Esposito et al. (2015) alimentos como queijos defumados trazem riscos para seres
humanos devido a elevada concentracdo dos 4 HPA encontradas em amostras de
mozzarella de Bufala, jA Rose et al. (2015) destaca que o processamento de alimentos
a altas temperaturas na forma de, grelhar, fritar, assar e tostar, por tempo prolongado
pode ser um risco potencial de contaminacéo por HPA em seres humanos.

Esta investigacdo constatou que o QC possui um potencial risco de
contaminacdo por HPA, pois podem adsorver em elevados niveis dos mesmos.
Pesquisas de Lee et al. (2018) e Grova et al. (2017) relataram que B (a) P e D (a,h) P
sdo compostos de alto grau de carcinogenicidade. Segundo Nisbet e Lagoy (1992),
experimentos com ratos revelaram que estes dois compostos possuem maior indice
de causar cancer.

Conforme dito anteriormente, o limite maximo estabelecido de B (a) P em
produtos contendo aromatizantes originados de fumaca em alimentos brasileiros é de
0,03 pg kg* (BRASIL, 2007). Na Tabela 23, o CDI calculado foi baseado na

Equivaléncia Toxica de cada HPA em relacéo aos efeitos tdéxicos do B (a) P.

Tabela 23 — Valores de CDI calculados para as concentracdes obtidas de 8 HPA

nas diferentes alturas de processamento do QC na churrasqueira

Altura N TEQ Z 8 HPA IRi ED anos AD anos BW CDI
(mg) (mg) de vida de vida (69,6
adulto total - RJ kg)
(30-59)
5cm 2 0,737 50000 445 75,9 69,6 3,11 x 10702
15cm 2 0,742 50000 445 75,9 69,6 3,13 x10702
20cm 2 0,747 50000 445 75,9 69,6 3,15x 10702

Fonte: Dados obtidos do estudo, 2018.
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Célculos baseados nas concentracdes dos 8 HPA prioritarios no monitoramento
pela OMS e USEPA foram realizados segundo Lee et al. (2018). Foram calculados a
exposicdo a longo prazo através da Equivaléncia Téxica entre o B (a) P e os 8 HPA.
A ingestdo diaria dos HPA em QC seguiu como base os dados de ingestdo média
diaria da populagéo do estado do Rio de Janeiro, utilizando também o peso médio
corpéreo desta populacdo, conforme descrito pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica censo dos anos 2008 a 2009, sendo este 0o mais recente para essa
caracteristica.

As concentracbes obtidas das amostras de QC processadas em alturas
diferentes sugerem um alto nivel de concentracdo em ug kg*de 8 HPA estabelecidos
pelas agéncias internacionais, que monitoram tais niveis em alimentos. Apesar do
documento atual CE 2015/1125 néo relatar em seu conteudo limites para queijos de
gualquer espécie, as pesquisas de Lee et al. (2018), com diversas matrizes
alimenticias permitiram a utilizacdo de modelos matematicos para estimar a toxicidade
dos HPA na quantidade de QC ingerido pela populacdo do Rio de Janeiro nesta
investigacao.

De acordo com Lee et al. (2018), os maiores niveis de concentracao dos 8 HPA
foram observados em alimentos de maior consumo na Coréia, logo, o café e o arroz
destacaram-se onde maiores concentracdes principalmente de D (a, h) A. Estimou-se
que o CDI de 5x 10 e o TEQ & (3 p foi cerca de 0,18 ug kg Ressalta-se que no
estudo Lee et al. (2018) o nivel de exposi¢cdo aos compostos carcinogénicos aumenta
guanto maior for o consumo destes, logo TEQ & (a) P, SErTVEmM como parametros de
monitoramento da exposi¢cdo humana aos HPA presentes em alimentos.

Conforme descrito anteriormente as concentracdes encontradas em QC foram
maiores do que as apresentadas nos 7 grupos de alimentos estudados por Lee et al.
(2018). Em QC, o CDI de B (a) P comparadas as alturas, ndao houve diferencas
significativas (3,11, 3,13, 3,15 ug kg? dial), para a TEQ g s » 0s valores foram
(737,47, 741,98 e 747,40 ug kg'). Estes valores foram estimados para a populagéo
brasileira, com base no consumo de QC estimados pelo IBGE em 2010. O referido
instituto destaca, 2 espetos (totalizados 46 g) de consumo por pessoa, e em g dia™.

A sequir, na Tabela 24, sdo comparados os valores maximo e minimo de CDI
e TEQ B p para 8 HPA calculados por Lee et al. (2018) com os valores calculados

neste estudo:
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Tabela 24 — Valores méaximo e minimos de CDI e TEQ g (3 p de Lee et al.

(2018) comparados aos de QC.

Lee et al. (2018) Pesquisa com QC

CDI TEQ BaP CDI TEQ BaP
mg kgt dia! pgkg? mg kg* dia? Mg kg
1,23 X 10* 2,91 3,15 X 102 747,4
9,88 X 10°© 0,01 3,11 X 102 737,4

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

5.4 INGESTAO DE HPA POR QC

A OMS e a EFSA estabeleceram limites para o nivel de exposi¢cdo humana aos
8HPA relativos ao risco de causar cancer ao longo da vida adulta. Segundo Lee et al.
(2018), a Margem de Exposicdo (MOE) baseia-se na razdo entre a média de peso
corpéreo de determinado grupo de pessoas ou populacdo sobre a Ingestdo Diaria
Cronica (CDI).

Os calculos da Margem de Exposi¢cdo recomendados pela OMS (MOE) ao
longo da vida foram realizados com base neste dado disposto pelo IBGE. Para o Rio
de Janeiro, ndo existe dados referentes ao consumo diario de QC ou de sua proporcao
por pessoa. Logo, considerou-se os valores estimados de CDI e MOE baseados por
item alimentar, em 25 g que é o0 peso médio de um espeto de um QC, conforme
descrito por Lee et al. (2018), que em seus estudos ndo conseguiram mensurar o
consumo diario de certos alimentos por pessoa, estudados nos 7 grupos principais. O
estudo com QC demonstra que a exposicdo humana aos 8 HPA é significativamente
preocupante, se comparadas aos estudos de Lee et al. (2018) em diversos alimentos
gue possuiram valores de CDI e TEQ B (a) P menores.

Diante dos calculos obtidos de exposicdo crénica em anos de vida adulta, pela
ingestdo de alimentos contaminados com 8 HPA segundo Lee et al. (2018), e
baseados na expectativa de vida dos brasileiros, a Tabela 25, a seguir, representa 0s
célculos MOE e o Indice do risco de causar cancer acrescido aos anos de vida ou
expectativa de vida. Foram dispostos no Apéndice E todos os dados tabulados para

os calculos de toxicidade estimada
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Tabela 25: Célculo de MOE e ILCR, baseados nas concentracdes indicadas em
QC assado em churrasqueira.

Risco do BaP em

MOE CDI (mg kg causar cancer
Altura (mg kg BW dia?) ! diat) (mg kg BW dia?) ILCR
5cm 1097,94 3,11 x 102 7,3 2,27 x 101
15cm 1091,28 3,13 x 1072 7,3 2,28 x 101
20cm 1083,36 3,15 x 107 7,3 2,30 x 101

Fonte: Dados obtidos do estudo, 2018.

Verificou-se que os valores de MOE e ILCR foram calculados no estudo de Lee
et al. (2018) com base na contaminagao pelos 2 8 HPA em cada alimento. Ou seja,
os célculos da Marge de Exposicéo ao longo da vida adulta e do indice em causar
cancer foram calculados para cada altura 5, 15 e 20 cm, as quais representaram o
item alimentar processado.

Os valores das concentractes de HPA encontrados no estudo com QC foram
mensurados em g kg*. Os valore de MOE e ILCR foram dispostos nos estudos de
Lee et al. (2018) em mg Kg' necessitando nesse caso, a conversado de unidades de
medidas.

A interpretacdo do estudo e dos calculos de Lee et al. (2018) foram realizadas
com correcbes de unidades medidas na investigacdo em QC assados. Estas
intepretacdes estao representadas nas tabelas os valores calculados no Apéndice E.

A Tabela 26 demonstra os valores de referéncia com base no MOE e ILCR
descrito em pesquisas com diversos alimentos, sendo 7 grupos principais que nao
inclui o queijo de coalho ou queijos de qualquer origem. Porém serviram como peffil
de comparacao para relatar a inseguranca no preparo de queijo de coalho e o nivel
de exposicéao téxica aos 8 HPA prioritarios e monitorados em alimentos, pela OMS.

Os valores de MOE e ILCR estimados baseados nas concentracfes
encontradas neste estudo com QC nas diferentes alturas foram preocupantes. Nesse
caso, a faixa para os compostos com maior indice de causar cancer descritos por Nise
e Lagoy (1992) e Lee et al. (2018) foram de 1,07x 102 a 1,47102. Para a MOE dos
QC assados a 5 cm foram de 1097,94 mg kg*BW dial; a 15 cm 1091,28 mg kg*BW dia-
1 e a20cm 1083,36 mg kg*BW dia™.
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Diante dos resultados obtidos na Tabela 25 e comparando com a Tabela 26,
pode-se inferir que o risco de causar cancer ao longo da vida adulta tanto para a
populacdo do Rio de Janeiro, como para a do Brasil, em relacdo ao consumo de QC
e de acordo com o recomendado para monitoramento dos 8 HPA em alimentos pela
OMS (1998), citado por Lee et al. (2018), porém com resultados diferentes deste
ultimo, o risco estimado pode ser potencial.

No Apéndice E os resultados completos dos calculos de CDI, TEQ & @) p, MOE,
e ILCR foram apresentados. O indice do risco de causar cancer pela estimativa de
consumo de QC ao longo da vida adulta foram constatados em maiores que 83 %
para B (a) P e maiores que 69 % para D (a,h) A, os compostos com maior indice de
carcinogenicidade listadas pelo estudo Nisbet e Lagoy (1992) com ratos. Os
resultados dos célculos do indice percentual do risco de causar cancer pela ingestéao
de QC estao dispostos no Apéndice E. Uma Tabela extraida do IBGE sobre consumo

médio diario de QC também esta disponivel no Apéndice E.

Tabela 26: Valores de referéncia de MOE e ILCR, segundo a agéncia internacional

MOE segundo EFSA, (2008) ILCR segundo USEPA, (2005)
<10,000 possivelmente <106 RISCO ACEITAVEL OU SEM
preocupante CONSEQUENCIA
10.000€100.000 denota baixa 10 ~ 10* RISCO POTENCIAL

preocupac¢éo

> 100.000 implica insignificante >104 SERIO OU GRAVE RISCO
preocupacao

> 1.000.000 significa preocupacéo

desprezivel

Fonte: Extraido de Lee et al., 2018.
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CONCLUSAO

O queijo de coalho destaca-se na culinaria brasileira devido a textura, sabor e
praticidade de preparo. Compostos toxicos, como hidrocarbonetos policiclicos
arométicos sao formados, liberados ou adsorvidos na superficie de diversas matrizes,
podendo com isso, contaminar varios alimentos ingeridos pelo homem. A forma de
preparo de alimentos em churrasqueiras tem sido questionada nas comunidades
cientificas e nas agéncias reguladoras internacionais para monitoramento ambiental
e de alimentos. Foi possivel observar neste estudo um nivel elevado de contaminacao
de HPA em QC, o qual ndo havia sido percebido em outras pesquisas com matrizes
semelhantes. A estimativa sobre a toxicidade que podem causar pelas concentracdes
de B (a) P e D (a,h) A, apresentada nesta investigagcdo, corroboram para novas
pesquisas e analises de HPA envolvendo produtos alimenticios industriais ou
artesanais nacionais, bem como o modo de preparo destes de forma segura para a
alimentacao humana.

Sugere-se ainda, a partir desta investigacdo, mais estudos em relacdo a
guantidade de HPA que sao liberados e adsorvidos em uma matriz alimenticia, com
carater altamente lipofiico como o QC. Nesse contexto, faz-se necessario mais
pesquisas sobre quanto de ingestéo diaria de queijo de coalho contaminados com tais
niveis encontrado neste estudo podem ser capazes de causar efeito tdéxico ao
organismo humano. Visto que, a acdo destes compostos € silenciosa, por meio de
metabdlitos acumulativos e prejudiciais a saude, manifestando-se ao longo prazo ou
ao em vida adulta, ou até mesmo em geracoes futuras.

Portanto, conclui-se com esta investigacdo, que o QC assado em churrasqueira
com carvao vegetal, pode causar algum dano a saude humana em alguma fase da
vida adulta. Fato este, que se verifica comparando as recomendacfes de limites
maximo de composto aromaticos, incluindo HPA, em alimentos estabelecidos por
agéncias internacionais e pela ANVISA.

Altas concentracBes de HPA foram encontradas neste estudo, em amostras
assadas nas distintas alturas 5, 15 e 20 cm. Isso se deve, ao preparo do QC em
churrasqueira, por longo periodo exposto a chama e fumaca do carvao vegetal, bem

como a exposi¢cao deste produto as brasas queimadas por periodo estendido. Essas
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concentracdes encontradas acima do limite estabelecido por autoridades sanitarias,
pode ser interpretada e classificada como potencial risco a saide humana. Mesmo
assim, estudos experimentais com mais queijos de diversas origens e com QC cru
precisam ser desenvolvidos. Cabe ressaltar que o uso da Técnica de CG-EM
colaborou para a identificacdo e quantificacdo dos 16 HPA incluindo os mais téxicos
presentes nas amostras assadas em churrasqueira. Necessitando ainda que tais
experimentos sejam otimizados em seu método de extracdo quimica dos HPA
propostos da matriz. Assim como, mais pesquisas ho campo da bioquimica conjunto
a quimica analitica deve ser projetada para nortear com mais certeza as rotas
metabdlicas, em que, os HPA de menor ou maior nimero de anéis aromaticos
perfazem o organismo, bem como os valores de dose e resposta aos efeitos
carcinogénicos, genotdxicos e mutagénicos ocasionados pela contaminacdo durante

ou apos a ingestéo de queijo de coalho.
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APENDICE A — Tabulac&o dos dados obtidos da pesquisa de opinido aplicada aos

consumidores e vendedores de QC
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APENDICE A (continuacao)

Percentual da DESPAD.
FATORES Médlias Medla DESVP vartdncla MEDIO
1- ORIGEM 1833 33,33333333 1815366507 | 4943333333 |17.11111111
2-NIVEL DE
INSTRUGAO 19.33333333 33,33333333 9877021593 | 1463333333 [9.111111111
>
CONSUMIDOR 14,5 25 8645508233 | 99,66666667 6.75
4-VENDEDOR 4 50 1,732050808 | 5.333333333 0
5- FORMAS DE
CONSUMO 1466666567 | 28 66666667 1228368385 | 2263333333 | 1155555556
6-LOCAL DE
COZIMENTO 13 33,33333333 7,788580964 g1 5,656565657
7-
COMBUSTIVEL 12,25 25 9,8836987 130,25 9,25
E-TEMPO DE
ATEX
MINUTOS 11 25 7.788881 165.3333333 g
3-USODE
MARCAS 18 66666567 32 118977122 | 2123333333 | 1022220222
10-PADRAD
DO QUEWO
ASSADO 14,5 25 9069178574 | 1085666667 7.75
MEDIA TOTAL 14,13 31,08
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APENDICE B — Percentuais de gordura observado como critério de escolha da

melhor amostra para andlise quimica.

Marca Peso liquido Gordura | Gordura Gordura Gordura méZiejt;as
Total Saturada | Insaturada Trans. _
fatias
**A 380g 6,89 5¢ 0 o* 45,1g
B 380g 89 5¢ 0 (0 44,99
C 3509 89 49 0 0* 43,79
D 410g 8,3 5¢ 0 o* 35,89
E 400g 7,8 49 0 0* 51,3g
F 4209 9,6 6,39 0 (0 52,59
G 4009 8,6 5,39 0 o* 509
H 4109 89 5¢ 0 0* 35,99
[ 380g 7,5 6,99 0 0* 45g
J 380g 7,0 49 0 0* 44,8
L 380g 9,0 5¢ 0 0* 44,99

* Valores diarios de referéncia, nao estabelecido ou nao informado.

** Marca escolhida para as analises com base no valor de gordura total informado

pelo fabricante




152

APENDICE C — Parametros registrados na dopagem das amostras e 0s métodos

utilizados
Dia Amostra/Preparo Matriz Dopagem Massa da Método de
amostra extracdo
30.03.2017 | DuplicataQC triturado | QC,5cm | 20 pL mix 16HPA | *5,172ge | Veiga et al.
TESTE manualmente ; tempo 10-200 yg mL 1 5,049g 2015
normal Supelco
30.03.2017 | DuplicataQC triturado QC, 15 20 pL mix 16HPA | *5,031ge | Veigaetal.
TESTE manualmente cm ; 10-200 yg mL 1 20,051g 2015
tempo Supelco
normal
30.03.2017 | DuplicataQC triturado QC, 20 20 pL mix 16HPA | *20,0569 Veiga et al.
TESTE manualmente cm; 10-200 pyg mL? e 20,052g 2015
tempo Supelco
normal
18.04.2017 DuplicataQC QC,5cm | 20 L mix 16HPA | *1,0787g; | Wegrzyn et
TESTE triturador ; tempo 10-200 ug mL 1 1,0137 al. 2006
convencional normal Supelco
05.10.2017 QC triturador QC,5cm | 20 pL mix 16HPA 1,004g; Wegrzyn et
TESTE convencional ; tempo 10-200 yg mL * 1,036g e al. 2006
normal Supelco 1,063
05.10.2017 QC triturador QC,5cm N&o dopadas 1,003g; Wegrzyn et
TESTE convencional ; tempo 1,007g al. 2006
normal e1,009¢g
05.10.2017 QC triturador QC N&o dopadas 1,001g;1, | Wegrzyn et
TESTE convencional 023g e al. 2006
1,013¢g
10.10.2017 QC triturador QC,5cm | 100 yL mix 16HPA 2,002g; Nudi et al.
TESTE convencional ; tempo 10-200 yg mL * 2,005¢; 2007; Luz et
normal Supelco 2,002¢g al. 2013
10.10.2017 QC triturador QC,5cm N&o dopada 2,001g; Nudi et al.
TESTE convencional ; tempo 2,002g; | 2007; Luz et
normal 2,004 al. 2013
09.11.2017 QC triturador QC 100 uL mix 16HPA 2,036g; Nudi et al.
TESTE convencional 1-20 ug mL * 2,020g; 2007; Luz et
Supelco 2,0409g al. 2013
10.11.2017 QC triturador QC,5cm | 100 yL mix 16HPA | 5,0421g; Luz et al.
TESTE convencional 5min ; tempo 1-20 ug mL * 5,1808¢g 2013
normal Supelco
10.11.2017 QC, triturador QC,5cm N&o dopada 5,0240q; Luz et al.
TESTE convencional por 5 ; tempo 5,0231g 2013
min normal
21.11.2017 QC, triturador QC,5cm | 100 yL mix 16HPA | 2,0218 g; Esposito et
TESTE convencional por 5 ; tempo 1-20 ug mL * 2,0111g; al. 2015
min normal Supelco 2,0083g
21.11.2017 QC, triturador QC, 5cm | Nao dopada 2,0053g; Esposito et
TESTE convencional por 5 ; tempo 2,0065g; al. 2015
min normal 2,00069g
21.11.2017 QC, triturador QC 100 pL mix 16HPA | 2,0041g; Esposito et
TESTE convencional por 5 1-20 Mg mL?t | 2,0035g; al. 2015
min Supelco 2,0028g
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N Dia Amostra/Preparo Matriz Dopagem Massa da Método de
amostra extracdo
0 21.11.2017 QC, triturador convencional QC N&o dopada 2,0051g; Esposito et al.
por 5 min 2,00679; 2015
2,0049¢g
1;2;3 29.11.2017 QC, triturador convencional QC,5cm/ 100 pL mix 16HPA 1-20 2,1290g; Esposito et al.
por 5 min normal pg mL? Supelco 2,1076g; 2015
+50% 2,0844g (modificado)
sem SPE
4;5;6 29.11.2017 QC, triturador convencional QC,5cm/ N&o dopada 2,0924g; Esposito et al.
por 5 min normal 2,0678g; 2015
+50% 2,0163g (modificado)
sem SPE
7;8;9 05.12.2017 QC, triturador convencional QC,5cm/ 100 pL mix 16HPA 1-20 2,0039¢g; Esposito et al.
por 5 min normal pg mL? Supelco 2,00964; 2015
+100% 2,0045g (modificado)
ACN:H20/60:
40
10;11;1 05.12.2017 QC, triturador convencional QC,5cm/ N&o dopada 2,0023g; Esposito et al.
2 por 5 min normal 2,0010g; 2015
+100% 2,0002g (modificado)
13;14;1 05.12.2017 QC, triturador convencional QC N&o dopada 2,0068g; Esposito et al.
5 por 5 min 2,0006g; 2015
2,0005g (modificado)
16 13.12.2017 QC, triturador convencional QC,5cm/ 100 pL mix 16HPA 1-20 2,0554g; Esposito et al.
por 5 min normal pg mL? Supelco 2015
+50% (modificado)
BDI
17 13.12.2017 QC, triturador convencional QC,5cm/ N&o dopada 2,0198g Esposito et al.
por 5 min normal 2015
+50% (modificado)B
BDI
18 13.12.2017 QC, triturador convencional QC,15 cm/ 100 pL mix 16HPA 1-20 2,0941g Esposito et al.
por 5 min normal ug mL? Supelco 2015 (BDI)
+50%
19 13.12.2017 QC, triturador convencional QC,15 cm/ N&o dopada 2,0094G Esposito et al.
por 5 min normal 2015
+50% (modificado)
BDI
20 13.12.2017 QC, triturador convencional QC,20 cm/ 100 pL mix 16HPA 1-20 2,0208g Esposito et al.
por 5 min normal ug mL? Supelco 2015
+50% (modificado)
BDI
13.12.2017 QC, triturador convencional QC,20 cm/ N&o dopada 2,0203g Esposito et al.
21 por 5 min normal 2015
+100% (modificado)
BDI
22 13.12.2017 QC, triturador convencional QC,20 cm/ 100 pL mix 16HPA 1-20 2,0443g Esposito et al.
por 5 min normal ug mL? Supelco 2015
+50% (modificado)
BDI
23 13.12.2017 QC, triturador convencional QC,20 cm/ N&o dopada 2,0734g Esposito et al.
por 5 min normal 2015
+50% (modificado)

BDI
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N Dia Amostra/Preparo Matriz Dopagem Massa da Método de
amostra extracdo
24 13.12.2017 QC, triturador QC 100 pL mix 2,0481 Esposito et al.
convencional por 5 min 16HPA 1-20 2015
pg mL? Supelco (modificado)
BDI
25 13.12.2017 QC, triturador QC N&o dopada 2,0748g Esposito et al.
convencional por 5 min 2015
(modificado)
BDI
26 13.12.2017 QC, triturador QC,20 cm/ 100 pL mix 2,1072g Esposito et al.
convencional por 5 min normal 16HPA 1-20 g 2015
+100% mL™ Supelco (modificado)
BDI 15 min
27 13.12.2017 QC, triturador QC,20 cm/ 100 pL mix 2,1023g Esposito et al.
convencional por 5 min normal 16HPA 1-20 2015
+100% pg mL?! Supelco (modificado)
KOH EtOH
15 min
28 20.02.2018 QC, triturador QC,5cm/ 100 pL mix 2,0017g Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min normal 16HPA 1-20 pg 2015
+100% mL™ Supelco (modificado)
CH:Cl
ressusp.
29 20.02.2018 QC, triturador QC,5cm/ N&o dopada 2,0023g Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min normal 2015
+100% (modificado)
CH:Cl>
ressusp
30 20.02.2018 QC, triturador QC, 15cm/ 100 pL mix 2,0011g Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min normal 16HPA 1-20 2015
+100% pg mL? Supelco (modificado)
CH:Cl>
ressusp
31 20.02.2018 QC, triturador QC, 15cm/ N&o dopada 2,0012g Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min normal 2015
+100% (modificado)
CH:Cl>
ressusp
32 20.02.2018 QC, triturador QC, 20cm/ 100 pL mix 2,0012g Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min normal 16HPA 1-20 2015
+100% pg mL? Supelco (modificado)
CH:Cl>
ressusp
33 20.02.2018 QC, triturador QC, 20 cm/ N&o dopada 2,0011g Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min normal 2015
+100% (modificado)
CHzCl2
ressusp
34 PROBLEMAS ANALITICOS NA AMOSTRA: TEMPO FORA REFREGRACAO, TURVACAO
35 PROBLEMAS ANALITICOS NA AMOSTRA: TEMPO FORA REFREGRACAO, TURVACAO
36 20.02.2018 QC, triturador QC,5cm/ 100 pL mix 2,02399 Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min normal 16HPA 1-20 ug 2015
+100% mL? Supelco (modificado)
CHzCl2
ressusp.
37 20.02.2018 QC, triturador QC,5cm/ N&o dopada 2,03369 Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min normal 2015
+100% (modificado)
CHzCl2
ressusp
38 20.02.2018 QC, triturador QC, 15cm/ 100 pL mix 2,0033g Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min normal 16HPA 1-20 2015
+100% ug mL? Supelco (modificado)
CHzCl2

ressusp
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39 20.02.2018 QC, triturador QC, 15 cm/ N&o dopada 2,0023g Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min normal 2015
+100% (modificado)
CH2Cl2
ressusp
40 20.02.2018 QC, triturador QC, 20cm/ 100 pL mix 2,00649g Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min normal 16HPA 1-20 2015
+100% pg mL? Supelco (modificado)
CH2Cl2
ressusp
41 20.02.2018 QC, triturador QC, 20 cm/ N&o dopada 2,0027g Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min normal 2015
+100% (modificado)
CH:Cl
ressusp
42 20.02.2018 QC, triturador QC 100 pL mix 2,0239g Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min 16HPA 1-20 pg 2015
mL™ Supelco (modificado)
CH:Cl
ressusp
43 20.02.2018 QC, triturador QC, N&o dopada 2,033g Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min 2015
(modificado)
CHzCl
ressusp
44 20.02.2018 QC, triturador QC,5cm/ 100 pL mix 2,0018g Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min normal 16HPA 1-20 2015
+100% pg mL? Supelco (modificado)
CHzCl
ressusp.
45 20.02.2018 QC, triturador QC,5cm/ N&o dopada 2,00299 Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min normal 2015
+100% (modificado)
CH:Cl>
ressusp
46 20.02.2018 QC, triturador QC, 15cm/ 100 pL mix 2,0020g Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min normal 16HPA 1-20 ug 2015
+100% mL™ Supelco (modificado)
CH:Cl>
ressusp
47 20.02.2018 QC, triturador QC, 15cm/ N&o dopada 2,0013g Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min normal 2015
+100% (modificado)
CH:Cl>
ressusp
48 20.02.2018 QC, triturador QC, 20cm/ 100 pL mix 2,0027g Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min normal 16HPA 1-20 2015
+100% pg mL? Supelco (modificado)
CHzCl2
ressusp
49 20.02.2018 QC, triturador QC, 20 cm/ N&o dopada 2,00269 Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min normal 2015
+100% (modificado)
CHzCl2
ressusp
50 20.02.2018 QC, triturador QC 100 pL mix 2,00299 Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min 16HPA 1-20 2015
ug mL* Supelco (modificado)
CHzCl2
ressusp
51 20.02.2018 QC, triturador QC N&o dopada 2,0025g Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min 2015
(modificado)
CHzCl2
ressusp
52 20.02.2018 QC, triturador QC,5cm/ 100 pL mix 2,00299 Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min normal 16HPA 1-20 2015
+100% pg mL™* Supelco (modificado)

CH2Clzressusp.
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53 20.02.2018 QC, triturador QC,5cm/ N&o dopada 2,0028g Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min normal 2015
+100% (modificado)
CH2Cl2
ressusp
54 20.02.2018 QC, triturador QC, 15cm/ 100 pL mix 2,00199g Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min normal 16HPA 1-20 pg 2015
+100% mL™ Supelco (modificado)
CH2Cl2
ressusp
55 20.02.2018 QC, triturador QC, 15cm/ N&o dopada 2,0020g Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min normal 2015
+100% (modificado)
CH:Cl
ressusp
56 20.02.2018 QC, triturador QC, 20cm/ 100 pL mix 2,0029g Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min normal 16HPA 1-20 2015
+100% pg mL? Supelco (modificado)
CH:Cl
ressusp
57 20.02.2018 QC, triturador QC, 20 cm/ N&o dopada 2,0047g Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min normal 2015
+100% (modificado)
CHzCl
ressusp
58 20.02.2018 QC, triturador QC 100 pL mix 2,0030g Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min 16HPA 1-20 2015
pg mL? Supelco (modificado)
CHzCl
ressusp
59 20.02.2018 QC, triturador QC N&o dopada 2,00409 Esposito et al.
CG-EM convencional por 5 min 2015
(modificado)
CH:Cl>
ressusp

*BDI. Detergente de alto rendimentos para lipeza de vidrarias;

*ressup: Ressupencdo de amostras concentradas em solvente modificado;

**(modificado): O método de extracdo foi adaptado ou modificado em alguma etapa, altercdes
realizadas no N28 permaneceram até N52, pois foram observados os HPA nestes experimentos.
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APENDICE D — Cromatogramas obtidos nas analise realizadas por CG-EM

Anélises do dia 16.04.2018
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Andlise de uma amostra extraida do QC assado a 5 cm, com 100% do tempo
(aproximadamente 15 minutos).
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Andlise de uma amostra extraida do QC assado a 15 cm, com 100% do tempo
(aproximadamente 25 minutos).
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Andlise de uma amostra extraida do QC assado a 20 cm, com 100% do tempo
(aproximadamente 45 minutos).
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Anélises do dia 18.04.2018
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Andlise de uma amostra extraida do QC assado a 5 cm, com 100% do tempo

(aproximadamente 15 minutos).
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Andlise de uma amostra extraida do QC assado a 15 cm, com 100% do tempo

(aproximadamente 25 minutos).
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Andlise de uma amostra extraida do QC assado a 20 cm, com 100% do tempo

(aproximadamente 45 minutos).
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Andlise de uma amostra extraida do QC assado a 5 cm, com 100% do tempo
(aproximadamente 15 minutos).
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Andlise de uma amostra extraida do QC assado a 15 cm, com 100% do tempo
(aproximadamente 25 minutos).
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Andlise de uma amostra extraida do QC assado a 20 cm, com 100% do tempo
(aproximadamente 45 minutos).
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APENDICE E — Resultados completos da avalia¢do da toxicidade de 8HPA em QC
baseado nos calculos de CDI, TEQ g@p , MOE e ILCR.

Caculo de TEQ BaP referenes aos HPA em queijo de coalho - refere-se a populacdo (Rio de Janeiro)

HPA PADRAO al?m(iéﬁgr) TEFi 5cm |TEQBaP| 15cm | TEQBaP | 20cm | TEQ BaP
NAF 673 1 0,001 | 139,87 0,14| 63,97 0,06 | 108,60 0,11
AcCL| 1.333 1 0,001 | 149,26 0,15| 664,82 0,66 833,63 0,83
ACT 667 1 0,001 | 141,18 0,14 | 149,43 0,15| 146,44 0,15
FLU| 133,33 1 0,001 | 153,90 0,15| 143,73 014| 7811 0,08
FEN 667 1 0,001 | 298,22 0,30 | 228,44 0,23| 244,85 0,24
ANTR| 66,67 1 0,01 158,60 1,59 147,32 1,47 | 149,93 1,50
FLuO| 13333 1 0,001 | 179,70 0,18| 156,18 0,16| 156,76 0,16
PIR| 66,67 1 0,001 | 179,57 0,18 | 156,03 0,16| 152,23 0,15
B[AJA 66,67 1 0,1| 149,55 14,95 | 144,68 14,47 | 140,73 14,07
CRIS| 66,67 1 0,01| 140,2 1,40 | 135,02 1,35| 130,22 1,30
B[B]F 133,33 1 01| 1434 14,34 | 146,99 14,70 | 140,77 14,08
Bkjg| 6667 1 0,1| 133,2 13,32 | 134,73 13,47 | 129,16 12,92
66,67 1 1| 113,0| 112,99| 110,00 110,00| 130,43 130,43

DIAHIA| 66,67 1 50| 139,5| 697,67 | 137,23| 686,16 135,01 675,07
B[G,H,|P| 133,33 1 0,01| 137,7 1,38 | 136,63 1,37| 141,13 1,41
IND| 66,67 1 0,1| 1389 13,89 | 134,06 13,41| 131,63 13,16
THPA 1| 0,4023125| 133,6 53,75| 128,12 51,54| 167,50 67,39

¥8HPA 1 0,8025| 919,0| 737,47| 924,58| 741,98| 931,34 747,40
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O CDiI foi calculado tomando-se os dados de anos de vida adulta, expectativa

de vida e peso médio dos brasileiros, conforme informado pelo IBGE (2008 - 2009).

HPA n 5cm IRi (2 X25) -|ED anos|AD anos|BW CDI MOE(mg/KG.BW/dia)
(ingestdes| TEQ em mg de vida|de vida| (69,6 <10.000
estimadas| 38HPA adulto(30- |total - RJ | KQ)

-IBGE) | emmg 59)
28HPA 2 0,737 50000,0 44,5 75,9 69,6 3,11x 1072 1097,94
HPA n 15cm | IRi (2X25) - | EDanos | ADanos BW CDI MOE(mg/KG.BWr/dia)
(ingestdes|  TEQ emmg devida | devida |(69,6Kg) <10.000
estmadas|  rgHpa adulto(30- | total - R}
) em mg 59)
Z8HPA 2 0,742 50000,0 44,5 75,9 69,6 3,13x 1072 1091,28
HPA n 20cm | IRi (2X25) - | EDanos | AD anos BW col MOE(mg/KG.BW/dia)
(ingestées |  TEQ em mg) de vida de vida | (69,6 Kg) <10.000
estimadas | sgpp adulto(30-| total - RJ
-IBGE)
em mg 59)
28HPA 2 0,747 50000,0 44,5 75,9 69,6 3,15 x 1072 1083,36

Valores de referéncias

MOE segundo EFSA, (2008)

<10.000 - possivelmente preocupante

10.000 e100.000 - baixa preocupacgao

>100.000 implica insignificante
preocupagao

> 1.000.000 significa preocupacdo desprezivel

Célculos baseados na proposta da OMS (OMS, 1998) para estimar o risco em
causar cancer ao logo da vida (ILCR) foram corrigidos conforme tabela a seguir:

HPA

CDI5cm

CDI 15cm

CDI 20cm

Risco de Cancer
BaP(mg/kgBW/dia)

ILCR 5cm

ILCR 15cm

ILCR 20cm

28HPA

3,11x 10°%?

3,13x 10

3,15x 10

7,3

2,27x10*

2,28x10*"

2,30Ex10*
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ILCR
<10® RISCO ACEITAVEL OU SEM CONSEQUENCIA
10° ~10™ RISCO POTENCIAL
>10™ SERIO OU GRAVE RISCO

Apéndice E - (Continuagao)

da dissertacdo, ndo mudaram quanto a referéncia do IBGE.

Os valores informados nos calculos anteriores e descritos na primeira versao

O MOE e ILCR para o Brasil em relacdo ao consumo estimado de queijo de
coalho, foi inferido e representado conforme a seguir nas tabelas:

Valores encontrados e corrigidos considerando o consumo de queijo de coalho
pelos brasileiros, de acordo com dados do POF do IBGE

HPA n 5cm TEQ IRi ED anosdevida | AD anosde BW CDI MOE(mg/KG.BW/dia)
(ingestdes| Z8HPA | (1mcgX adulto(30-59) vida total - | (69,6 Kg) <10.000
estimadas| emmg | 2g X46g) RJ
B[A]JA 2 0,7375| 92000,0 44,5 75,9 69,6 | 5,72x107 596,71
n 15cm TEQ IRi ED anos devida | ADanosde BW
(ingestbes| 28HPA (Imcg X adulto(30-59) vida total - | (69,6 Kg) MOE(mg/KG.BW/dia)
HPA |estimadas| emmg | 2g X46g) RJ CDI <10.000
B[A]JA 2 0,7420| 92000,0 44,5 75,9 69,6 | 5,75x107 593,09
n 20cm TEQ | IRi (Imcg |ED anos de vida|AD anos de | BW CDI MOE(mg/KG.BW/dia)
(ingestdes | Z8HPA X 2g | adulto(30-59) vida total - | (69,6 Kg) <10.000
HPA | estimadas | em mg X46g) RJ
B[A]A 2 0,75| 92000,0 44,5 75,9 69,6 | 5,79 x1072 588,78
Célculo do ILCR
CDI Risco de Cancer ILCR
HPA| CDI5cm| CDI15cm 20cm | BaP(mg/kgBW/dia) | ILCR 5cm 15cm | ILCR 20cm
B[AJA| 5,72x102| 5,75x10? | 5,79 x107? 7,3 4,171x10* | 4,20 x10™* 4,23 x10*
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Tabela de Consumo de QC pelos brasileiros disponibilizada pelo IBGE, 2010.

Cédigo e
descricao
do alimento

Queijo de

coalho

Queijo de

coalho

32

Cédigo e descricao
do tipo de medida

29 Espetinho

Fatia

Cédigo e Quantidade
descricao (9)
do tipo de
medida
padréo
32 Fatia 46
32 Fatia 45

Estimativa de Ingestdo e toxicidade tomando-se por base o

estimados e informados pelo IBGE

Ingestdo diaria cronica (CDI) com base na concentragdo 8 HPA monitorados pela CE

Fonte e
descricéo
do alimento
na
referéncia

2 Espetinho
de carne -
unidade
1 Queijo
minas
padréo -
fatia média

consumo de QC

HPA | n 5cm TEQ | IRi (Imcg X | ED anos de vida AD anos de BW (69,6 | CDI MOE
(ingestoes | Z 8 HPA | 2g X46g) adulto (30-59) vida total - kg)
estimadas RJ
B[A]JA 2 0,73 92000,0 44,5 75,9 69,6 | 5,72E-02 596,71
HPA n 15cm | IRi (1mcg X | ED anos de vida AD anosde |BW (69,6 CDI MOE
(ingestoes | TEQ 2g X46 g) adulto(30-59) vida total - kg)
estimadas | I8HPA RJ
B[A]JA 2 0,74 92000,0 44,5 75,9 69,6 | 5,75E-02 593,09
HPA n 20cm | IRi (Imcg X | ED anos de vida AD anosde |BW (69,6 CDI MOE
(ingestdes| TEQ 2g X46 g) adulto (30-59) vida total - kg)
estimadas | I8HPA RJ
B[A]A 2 0,75 92000,0 44,5 75,9 69,6 | 5,79E-02 588,78
CDI Cancer risk de ILCR ILCR
HPA| CDI5cm 15cm CDI 20cm | BaP(mg/kgBW/dia) ILCR 5cm 15cm 20cm
B[AJA| 5,72E-02| 5,75E-02 5,79E-02 7,3 4,17E-01| 4,20E-01| 4,23E-01




