\ Revista Ibero-Americana de Ciéncias Ambientais

Ibero-American Journal of Environmental Sciences

Jun 2021 -v.12-n.6

ISSN: 2179-6858

publishing

suslienere

This article is also available online at:
www.sustenere.co

Determinagdo de HPAs em preparagoes comerciais com base em
pimenta

Este estudo avalia a presenga e os niveis de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) em amostras comercias de pimentas, usando extragdo sob ultrassom
acompanhada de etapas de cleanup e determinagdo por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Foram avaliados os 16 HPAs listados como
contaminantes ambientais prioritarios pela United States Environmental Protection Agency e utilizados como parametros a soma de Benzo(a)Antraceno, Criseno,
Benzo(b)Fluoranteno e Benzo(a)Pireno os HPAs 4, indicadores usados pela Agéncia Europeia de Seguranga Alimentar para a presenga desta classe de
hidrocarbonetos em alimentos e a soma total para HPAs de maior peso molecular (Benzo(k)Fluoranteno, Benzo(b)Fluoranteno, Benzo(g, h, i)Perileno, Indeno(1, 2,
3-cd)Pireno estabelecida pela German Society for Fat Science. Foram encontrados os dezesseis HPAs, destacando-se como majoritarios o Fenantreno, seguido pelo
Criseno, Benzo(a)Antraceno, Acenaftileno e por ultimo o Fluoreno. As concentragdes de HPAs 4 variaram de 92,2 ug Kg-1+ 1,9% a 1858,3 ug Kg-1 + 14,9% nas
amostras de pimentas. A soma dos HPAs prioritdrios nas amostras comerciais de pimenta variou de 2958,7ug Kg-1+ 4,5% e 34640,1 pg Kg-1+17,5%. As
concentragdes de HPAs nas amostras de pimentas ultrapassaram os valores permitidos pelo érgdo de controle em alimentos, resultando em niveis que podem
causar danos a satde.

Palavras-chave: Contaminantes ambientais; Especiarias; Seguranga Alimentar; GC/MS.

Determination of PAHs in commercial preparations based on peppers

This study assesses the presence and levels of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in commercial pepper samples, using extraction under ultrasound followed
by steps of cleanup and determination by gas chromatography coupled to mass spectrometry. The 16 PAHs listed as priority contaminants by the United States
Environmental Protection Agency were evaluated and the sum of the four PAHs (Benzo(a)Anthracene, Chrysene, Benzo(b)Fluoranthene, Benzo(a)Pyrene) indicated
by the European Food Safety Agency for the presence of PAHs in food and the total sum for higher molecular weight PAHs (Benzo(k)Fluoranthene,
Benzo(b)Fluoranthene, Benzo(g,h, i)Perylene, Indene(1, 2, 3-cd)Pyrene established by the German Society for Fat Science were used as parameters in the samples.
The sixteen PAHs listed in most of the samples were found, standing out as major Phenanthrene, followed by Chrysene, Benzo(a)Anthracene, Acenaphthylene, and
finally Fluorene. The concentrations of PHAs 4 (EU) ranged from 92.2 ug kg-1+1.9% to 1858.3 pug kg-1+14.9% in the pepper samples. The sum of the priority PAHs
in the commercial pepper samples ranged from 2958.7 pg kg-1+4.5% to 34640.1 ug kg-1+17.5%. The concentrations of PAHs in the pepper samples exceeded the
values allowed by the control organ in food, resulting in levels that can cause damage to health.
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INTRODUGAO

Os hidrocarbonetos estdo listados como alguns dos principais contaminantes ambientais, pois sdao
gerados facilmente a partir de fontes naturais e por diferentes atividades antrépicas, apresentando grande
dispersdao ambiental (HARTZELL et al., 2018). Dentre eles, os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs)
apresentam alta toxicidade a biota devido seu potencial carcinogénico e mutagénico (GARCIA et al., 2014).

Os HPAs s3o moléculas diversificadas com mais de cem compostos organicos, constituidos apenas de
carbono e hidrogénio, formados por dois ou mais anéis aromaticos condensados, cada qual contendo cinco
ou seis atomos de carbonos (BUDZINKI et al., 2004). A grande parte da formacgdo destes compostos se da
pela combustdo incompleta de compostos organicos e estdo presentes na queima incompleta de dleos,
petréleo e seus derivados, nos escapamentos de veiculos, na fumaca de cigarros e assemelhados, na
calefacdo, na queima de carvdao ou madeira, na incineracdo de rejeitos, entre outros (PEREIRA NETTO et al,,
2000; HARTZELL et al., 2018). Apds formagdo, os HPAs, distribuem-se nos compartimentos ambientais em
propor¢des que dependem de suas propriedades fisico-quimicas e das caracteristicas de cada
compartimento ambiental (CHEN et al., 2017).

De acordo com Pietzch (2017), esses compostos podem se dividir em duas classes: compostos com
baixa massa molecular (Naftaleno, Acenaftileno, Acenafteno, Fluoreno, Fenantreno e Antraceno) e com alta
massa  molecular  (Fluoranteno, Pireno, Benzo(a)Antraceno, Criseno, Benzo(k)Fluoranteno,
Benzo(b)Fluoranteno, Benzo(a)Pireno, Dibenzo(a,h)Antraceno, Benzo(g,h,i)Perileno, Indeno(1,2,3-
cd)Pireno). Nestes hidrocarbonetos estdo os 16 HPAs listados pela States Environmental Protection Agency
(USEPA) como contaminantes prioritarios e suas estruturas moleculares estdao apresentadas na Figura 1 (SUN

et al,, 2018; TU et al.,, 2018).
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Figura 1: (A) Estruturas moleculares dos 16 HPAs contidos na lista de contaminantes prioritarios pela USEPA; (B) HPA4
- European Food Safety Authority; (C) HPAs de alta massa molecular pela German Society for Fat Science. Fonte:
Pietzsch (2017) e Bettin et al. (2005).

Embora dezenas de HPAs tenham sido isolados e estudados, destacam-se os avaliados em alimentos
e reconhecidos por organizagdes internacionais como World Health Organization (WHO), Food and
Agriculture Organization (FAO) e International Agency for Research on Cancer (IARC) pelo potencial
carcinogénico. Os 13 desses compostos em evidéncia, sdo: o Benzo(a)Antraceno (B(a)A), o Criseno (ChR), o
Benzo(b)Fluoranteno (B(b)F), o Benzo(j)Fluoranteno (B(j)F), o Benzo(k)Fluoranteno (B(k)F), o Benzo(a)Pireno

(B(a)P), o Dibenzo(a,h)Antraceno (DhA), o Dibenzo(a,e)Pireno (DeP), o Dibenzo(a,h)Pireno (DhP), o
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Dibenzo(a,i)Pireno (DiP), o Indeno(1,2,3-dc)Pireno (IcP) e o 5-Metilcriseno (5MC) (FAQ, 2008). Dentre estes
compostos, o Benzo(a)Pireno (BaP) apresenta como efeito mais significativo comprovado a
carcinogenicidade (IARC, 2012).

Assim, a exposicao ocupacional a misturas contendo HPAs estd associada a diversos tipos de cancer
como: os de pulmao, pele, bexiga, entre outros (INCA, 2018). Sendo uma classe com centenas de compostos
e imprescindivel seu monitoramento, a Contaminants in the Food Chain (CONTAM) juntamente com a
European Food Safety Authority (EFSA) atribuiram como indicadores dos niveis de HPAs em alimentos o
Criseno, Benzo(a)Antraceno, Benzo(b)Fluoranteno e o Benzo(a)Pireno, sendo esses compostos definidos
como os HPAs 4 (EFSA, 2008). Na Alemanha, a German Society for Fat Science também fixou um limite total
de HPAs em alimentos para o teor de HPAs de alta massa molecular (BETTIN et al., 2005).

Os alimentos e bebidas sdo uma das maiores fontes de exposicdo humana aos HPAs (LIN et al., 2005;
ROZENTALE et al.,, 2017; BERTINETTI et al.,, 2018; SILVA et al., 2020). A ocorréncia de contaminag¢do em
alimentos por HPAs provém de diferentes formas, incluindo o contato com a agua, ar e/ou solo poluidos e
pelo processamento de alimentos, principalmente os que apresentam elevadas temperaturas (secagem,
defumacdo, tostagem, grelhagem) (CHUNG et al., 2011; JAHURUL et al., 2013). A presenca e as concentragoes
destes compostos estdo relacionadas também com suas caracteristicas fisico-quimicas como elevada
lipofilicidade, a mesma propriedade que determina sua absor¢do, distribuicdo e bioacumulagdo no
organismo humano (CARUSO et al., 2008; PURCARO et al., 2012; KUHN et al., 2020).

As especiarias, incluindo os diversos tipos de pimentas, vém sendo usadas para atribuir sabor, cor,
aroma e preservagado para alimentos e bebidas. Elas servem de ingredientes para alimentos processados,
produtos a base de carne, laticinios e produtos de panificagdo e maioria dos produtos culinarios (EFSA, 2008;
EMBRUSCADO, 2015; SCHAARSCHMIDT, 2016; ROZENTALE et al., 2017).

A qualidade organoléptica e comercial dessas especiarias pode ser afetada pela origem, processos
envolvidos na producdo, presenca de corantes e outros aditivos alimentares, sendo muitos desses proibidos.
Os principais grupos quimicos presentes em especiarias e que apresentam riscos a saude, compreendem
micotoxinas, residuo de pesticidas, metais pesados, contaminantes organicos persistentes que incluem os
HPAs (MORET et al., 2010; MARTENA et al., 2011; REINHOLDS et al., 2016; SCHAARSMIDT, 2016).

De acordo com Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), ndo existe uma estimativa
exata da produgdo de pimenta no pais, mas acredita-se que sdao aproximadamente 5 mil hectares de area
cultivada por ano, gerando uma producdo de 75 mil toneladas de especiarias. A grande parte da producao é
cultivada por pequenos agricultores de diversas regides brasileiras. Na regido Sudeste consome-se
principalmente a pimenta doce do tipo americana, pimenta cambuci, malagueta e cumari vermelha. Na
regidao Nordeste, predominam as pimentas malagueta e pimenta de cheiro. Na regido Norte, as pimentas
mais apreciadas sdo a murupi, cumari do Pard e a pimenta de cheiro, e na regido Centro-Oeste,
tradicionalmente sdo cultivadas e consumidas pimentas bode, malagueta, cumari do Pard, dedo de moca e
mais recentemente pimenta de cheiro, anteriormente importada do Para e atualmente ja cultivada em Goias.

Existem poucos resultados sobre estudos de contaminacdo de HPAs em pimentas. Pela base de dados
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Scopus?, somente 13 publicacbes foram encontradas nos tltimos 20 anos abordando o assunto.
Considerando o grau de toxicidade desses compostos e a necessidade de avaliar o seu aporte a dieta

local por meio do consumo de pimentas, o objetivo deste estudo foi determinar a presenca e niveis de HPAs

em amostras comerciais de pimenta por Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (do

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

MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento deste estudo foram selecionadas cinco amostras de pimentas: AP1- Pimenta
Merken (Capsicum van.lungun); AP2-Paprica Picante Defumada (Capsicum annuum); AP3-Pimenta Siria; AP4-
Pimenta Calabresa (Capsicum baccatum) e AP5-Pimenta Caiena em Po (Capsicum frutescens), adquiridas em
estabelecimentos comerciais locais aleatdrios, no periodo de novembro de 2018 a janeiro de 2019. Apds a
aquisicdo, as amostras foram armazenadas em recipientes de vidro (transparente) previamente
descontaminados e colocados no dessecador.

A descontaminacdo feita com solugdo Extran (MAO2 - Neutro, MERCK®) e dgua corrente (torneira),
lavados com agua destilada e posteriormente com agua deionizada; apds os recipientes foram levados a
estufa a 105°C por 2 horas e, por fim, lavados com 1 mL (1:1 v/v) da solucdo de acetona e hexano e secos em
estufa a 105°C por 30 minutos (ABNT, 2015). As determina¢des de umidade e concentracdo de HPAs nas

amostras foram realizadas em triplicata.

Solventes e reagentes

A determinac¢do dos HPAs se deu por meio do uso de duas misturas padrdao (MP1 e MP2). A MP1
consiste em 16 HPAs (1-Naf, 2-Acl, 3-Ace, 4-Fl, 5-Fen, 6-An, 7-Flu, 8-Pir, 9-B(a)A, 10-ChR, 11-B(b)F, 12-B(b)F,
13-B(b)P, 14-IP, 15-DhA, 16-B(ghi)P, a 2000 mg L adquirido da Supelco (BELLEFONTE, PA, EUA). A segunda
mistura (MP2) refere-se aos HPAs deuterados (Fenantreno-D10, Chrysene-D12, Perileno-D12), a 2000 mg L*
adquirido da Supelco (Sulpeco park, Bellefonte, PA, EUA). Os solventes e reagentes usados para extragdo e
cleanup por cromatografia liquida preparativa em coluna com: hexano, diclorometano, metanol, acetona,
sulfato de sddio anidro, neutral alumina (type 507, 70-290 mesh ASTM), e silica gel (70-230 mesh ASTM)
adquiridos da Merck Chemical Industries. Toda a 4gua ultrapura utilizada no estudo foi produzida com auxilio

de um sistema de purificagdo de dgua Milli-Q (Millipore Co.)

Determinagao de umidade

Como caracteriza¢do preliminar, foi determinada a umidade segundo o método indireto onde 2.0 g
de cada amostra foram mantidas em estufa a 100-105°C por 24 horas, para desidratacao. A umidade foi
calculada por diferenca de peso e expressa em porcentagem (AOAC, 2002), conforme Equacdo 1 onde m;

corresponde a massa inicial e m¢ a massa final.

1 www.scopus.com
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Umidade(%) = &1 100 (Eq. 1)

Extracao de HPAs em preparagdes comerciais com base em pimenta

A extracdo de HPAs das amostras foi fundamentada na técnica de Lin et al. (2005), utilizada para
analises em chas. As amostras (* 2,0 g) foram adicionadas a 30,0 mL de solu¢do de hexano/acetona (94:6,
v/v) e sonificadas (frequéncia de 40 kHz) em um banho termostatizado a 30°C (USC 4800A Unique) por 15
minutos. O extrato foi levado a filtracdo simples e a fase liquida levada a rota-evaporagdo para remocgdo dos
solventes.

Para avaliar o desempenho da extracao, uma massa de 2,0 g (amostra AP1) foi fortificada com 20 ug

kg™ da mistura MP2 (Fenantreno - D10, Chrysene - D12, Perylene - D12).

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

Para a pré-concentracdo e cleanup, dois métodos foram estudados. No método 1, os extratos foram
fracionados em coluna de vidro (21 x 1,1 cm d.i.), empacotada com 1,0 g de Na,SO, anidro ativado, 3,2 g de
silica gel 60 (70-230 mesh ASTM) 5% desativada, 1,8 g de alimina desativada a 2% e 1,0 g de Na;SO4 anidro.
O extrato foi aplicado na coluna e eluido com 20,0 mL de hexano para a fracdo F1 (alifatico), 20,0 mL de uma
mistura de diclorometano/hexano (1:5, v/v) seguidos de 20,0 mL de uma mistura de diclorometano/hexano
(1:1, v/v) que gerou a fragdo F2 (HPAs) (UNEP, 1992).

Para o método 2, os extratos foram fracionados em coluna de vidro (21 x 1,1 cm d.i.) preenchida com
3,0 g de silica gel 60 (malha 70-230 ASTM), desativada com 15% de dgua e 2,0 g de Na,SO, anidro. O extrato
foi aplicado na coluna e eluido com 5,0 mL de hexano para a fragao F1 (alifatico) e 25,0 mL de
diclorometano/hexano (1:4, v/v) para a fragdo F2 (HPAs) (BETTIN et al., 2005; SANCHES FILHO et al., 2021).

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

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

Anilise Cromatografica GC/MS

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

A aliquota de 1 ulL de cada extrato (em triplicata) foi injetada automaticamente em modo splitless
em cromatdgrafo gasoso acoplado ao espectrémetro de massas (GC/MS - QP2010 Ultra Shimadzu), sendo
equipado com auto amostrador AOC-20i Shimadzu. As condi¢Ges cromatograficas sdo mostradas na Tabela
1. A quantificacdo dos HPAs foi realizada em modo SIM (single ion monitoring). A identificacdo dos compostos
foi baseada no tempo de retengdo de cada analito em comparagdo com os da mistura padrdo (MP1) e m/z

correspondentes a cada composto.
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Tabela 1: Condi¢des cromatograficas para a determinagao de HPAs.

Parametro Especificagdo

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

Modo de Injegdo Splitless

Temperatura do injetor 280°C

Temperatura da interface 200°C

lonizagdo Elétron-Impacto (El) em 70 Ev

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

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

fons Monitorados (modo m/z:128, 152, 154, 166, 178, 202, 228, 252, 276, 278

SIM)

HPAs

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

SIM)

HPAs Deuterados

Otimizacao do método cromatografico

Para otimiza¢do do método cromatografico, foi utilizado padrdo de 5000 pg L, contendo os 16 HPAs
estudados, onde foi cromatografado em modo SCAN para determinagdo da ordem de saida através dos
tempos de retencado e identificagdo dos principais ions no espectro de massas.

Para avaliacdo do método cromatografico, foram construidas curvas de calibracdo preparadas a
partir de padrdes que compreendem 16 HPAs diluidos com diclorometano. Os parametros para validagdo
analisados foram linearidade, precisdo, exatidao, limite de detecg¢do (LD) e limite de quantificacdo (LQ).

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

Os estudos de precisdao do método cromatografico foram realizados a partir das medidas obtidas
para o padrdo de 50 pg L (n=7), sendo avaliada por meio do desvio padrio relativo expresso % (ARDUIM et
al., 2019). A exatidao foi avaliada por meio do erro relativo, sendo este a diferenga entre o valor encontrado

a partir das curvas analiticas para o padr3o de 500 pg L™

Controle de qualidade do método de extragdo e cleanup selecionados

No controle de qualidade, foi avaliada a precisdao por meio do desvio padrao relativo de cada triplicata
em relagdo aos 16 HPAs analisado nas amostras, e a exatiddo e o efeito de matriz, através dos ensaios de
recuperacdo onde uma massa de 2,0 g (AP1) foi fortificada com 20 pg kg da mistura MP2 (Fenantreno - D10,
Chrysene - D12, Perylene - D12). As recuperac¢des foram calculadas através da razdo entre a quantidade
determinada de HPAs deuterados e a quantidade de HPAs adicionada, multiplicada por 100.

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

reagentes utilizados.
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Aplicacdo a amostras de pimenta

Apds a otimizagao de todas as etapas, a metodologia foi aplicada nas amostras de pimentas.

A avaliacdo do nivel de contaminagdo das amostras de pimenta foi realizada através da concentragao
total de HPAs, dos HPAs 4 e da concentragdo total dos HPAs de alta massa molecular, como sao especificados
no Regulamento da Comissdo das Comunidades Europeias n° 835/2011 (EU, 2011) e pela German Society for

Fat Science.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Otimizagdo do método GC/MS

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

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

252,276 e 278 para os HPAs, sendo estes utilizados para a quantificagdo dos compostos por GC/MS em modo

SIM.
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Figura 2. Cromatograma em modo SCAN, com os 16 HPAs prioritarios e detalhes com os ions selecionado para o modo
SIM ;(A) Identificagdo do picos: 1 (ion 128) Naftaleno ;2 (ion 152) Acenaftileno; 3 (ion 154) Acenafteno; 4 (ion 166):
Fluoreno; (B) picos: 5 e 6 (ion 178) Fenantreno e antraceno; 7 e 8 (ion 202): Fluoranteno e Pireno; 9 e 10 (ion 228)

Benzo(a)Antraceno e Criseno; (C) picos 11, 12 e 13 (ion 252): Benzo(k)Fluoranteno, Benzo(b)Fluoranteno, e
Benzo(a)Pireno; 14 e 16 (ion 276) Benzo(g,h,i)Perileno e): Indeno(1,2,3cd)Pireno; e 15 (ion 278)
Dibenzo(a,h)Antraceno; (D) Comparagdo entre os espectros de massa obtido a partir do padrdo naftaleno (a) e o da
biblioteca do equipamento (b).

Para o aumento da sensibilidade e a deteccdo no espectrémetro de massas, foi alterada do modo
SCAN para o modo SIM, empregando os ions m/z correspondente ao ion molecular e o ion base de cada
analito e ainda definindo as janelas de tempo para monitoramento dos ions.

A Figura 3 apresenta o cromatograma em modo SIM para o padrdo de 500 pg L%, indicando as janelas
e ions selecionados: os picos relativos aos ions m/z 128 do Naftaleno, 152 do Acenaftileno, 154 do
Acenafteno, 166 do Fluoreno, 178 do Fenantreno e Antraceno, 202 do Fluoranteno e Pireno, 228 do
Benzo(a)Antraceno e Criseno, 252 do Benzo(k)Fluoranteno, Benzo(b)Fluoranteno e Benzo(a)Pireno, 276
Benzo(g,h,i)Perileno e Indeno(1,2,3-cd)Pireno e o 278 do Dibenzo(a,h)Antraceno. Os picos encontram-se
resolvidos, ndo interferindo nas determinagdes quantitativas, uma vez que estes sdo especificos de cada
analito. Adicionalmente, o uso em modo SIM realiza um cleanup eletrénico com o desaparecimento de
possiveis inteferentes, quando aplicado na determinagdo dos HPAS nas amostras de pimenta, pois soé registra
compostos que apresentarem os ions selecionados. Estas condi¢Ges reunidas foram utilizadas para as demais

etapas do estudo.
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Figura 3: Cromatogramas apresentando as janelas de tempo de retengdo para os 16 HPAs prioritdrios. (a)Janela - 1 (5-
18 minutos) m/z 128; (b)Janela - 2 (18-28 minutos) m/z 152,154,166,178; (c)Janela - 3 (28-38 minutos) m/z 228,202;
(d)Janela - 4(38-44 minutos) m/z 252; (e)Janela - 5 (44-52 minutos) m/z 276, 278.

Validagdo do Método Cromatografico

A Tabela 2 mostra as figuras de mérito para o método proposto de analise de HPAs em amostras de
pimentas. Pode-se observar que para as faixas de trabalho estudadas (25 a 5000 pg L) o método apresentou
uma resposta linear com coeficientes de correlacdo (r) variando entre 0,996 a 0,999. Estes valores situam-se
acima do preconizado (>0,9) como adequado na validagao e métodos quantitativos pelo INMETRO (2003). O
método apresentou exatiddo e precisdao para maioria dos analitos, com ER% -1,1 a 15,3% e RSDs entre 1,4 a
18,3% para HPAs. Este valor foi considerado equivalente aquela encontrada por outros autores em analises
de HPAs em matrizes vegetais como Rozentale et al. (2017) e Sanches Filho et al. (2021) e adequado para

método cromatograficos de acordo com INMETRO (2003).
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Tabela 2: Pardmetros de mérito do método quantitativo Cromatografico-GC/MS em modo SIM.

Y=aX+b ug Kgt pg Lt

HPAs a b r LD/LQ LD/LQ RSD% ER%
Naf 320,39 -39841 0,996 0,3/1,1 0,6/1,9 12,0 -6,8
Acl 243,86 -43820 0,998 0,4/1,3 0,7/2,3 7,5 -7,7
Ace 182,11 3499 0,997 0,5/1,7 0,9/3,0 0,8 -0,5
Fl 168,82 -37619 0,998 0,5/1,8 1,0/3,3 4,5 -3,6
Fen 225,76 -6200 0,996 0,4/1,4 0,7/2,4 13,7 1,6
An 232,11 -61899 0,996 0,4/1,3 0,7/2,4 18,3 5,9
Flu 194,55 -29855 0,998 0,4/1,4 0,8/2,6 5,8 -10,2
Pir 208,46 -32148 0,998 0,4/1,4 0,7/2,4 5,7 -10,2
B(a)A 145,62 -19144 0,999 0,6/1,9 1,0/3,5 1,4 -8,1
ChR 144,57 -23845 0,999 0,6/2,0 1,1/3,5 2,6 0,7
B(k)F 109,92 -12681 0,999 0,2/0,7 0,4/1,3 11,0 -4,1
B(b)F 111,60 -11603 0,999 0,2/0,7 0,4/1,3 6,6 -1,1
B(a)P 88,75 -8066 0,999 0,3/0,9 0,5/1,6 10,4 2,3
BghiP 67,41 -23067 0,997 0,5/1,5 0,8/2,7 15,6 11,9
DahA 74,89 -21620 0,999 0,4/1,4 0,7/2,5 16,9 11,8
IP 69,00 -17669 0,998 0,4/1,5 0,8/2,7 14,2 15,3

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

Os LD e LQ considerando a massa de 2,0 g para as amostras de Pimenta (APs) e considerando a
recuperac¢io de 100% variaram de 0,2 - 0,6 ug kg e 0,7 - 2,0 pg kg* respectivamente. Observa-se que 0s
maiores valores referem-se a compostos que possuem menor fator de resposta. Os valores obtidos estdo em
uma faixa mais alta, que os encontrados por Rozentale et al. (2017) em amostras de especiarias diversas, que
apresentou variacdes de LDs de 0,04 a 0,09 pg kg™. Para o calculo dos limites de detec¢do nas amostras de
pimenta, consideramos a massa de aproximadamente (2,0 g), logo, massas maiores implicam em menores
limites de detecg¢do e quantificagdo. O regulamento de n° 836/2011 (EU, 2011) da Comissdo das Comunidades
Europeias estabeleceu um limite de deteccdo (< 0,3 pg kg') e de quantificacdo (< 0,9 ug kg) somente para
anadlise de benzo(a)pireno. Verificou-se que nesse estudo os limites de LD e LQ para benzo(a)pireno estdo de
acordo com o limite exigido.

O coeficiente angular(a) reflete a sensibilidade do método analitico. Para os HPAs, observou-se uma
gueda na sensibilidade com o aumento do peso molecular. Este comportamento pode estar relacionado a

reducao do fator resposta (Figura 3d, 3e), que também prejudica a exatiddo e precisdo dos métodos.

Resultados da comparac¢ao dos métodos de Cleanup

A Tabela 3 apresenta os niveis de HPAs encontrados pelos dois métodos de cleanup para a amostra

AP1.

Tabela 3: Concentracdes de HPAs em pg kg e RSD% em base seca, determinados na comparac¢do dos métodos de
cleanup para amostras AP1.

Método 1 Método 2
Compostos Média RSD Média RSD

pg kg % ug kgt %
Naf 146,7 6,9 224,9 2,4
Acl 308,8 5,8 1473,7 11,8
Ace 209,6 10,7 371,3 6,0
Fl 279,7 4,8 1279,0 10,9
Fen 2608,8 10,4 13162,6 18,0
An 531,8 8,1 3157,7 15,7
Flu 801,3 4,1 6500,7 15,9
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Pir 686,5 2,0 5490,1 14,5
BaA 143,7 1,7 570,5 9,2
ChR 212,1 2,8 998,8 15,8
BkF 101,2 3,4 133,6 16,5
BbF 74,3 0,7 126,4 17,5
BaP 63,5 4,3 162,5 18,0
BghiP 196,9 3,4 204,6 9,3
DahA 402,5 9,2 403,5 9,5
IP 373,1 10,7 380,2 2,9

Os resultados apresentados na Tabela 3 mostram que o método 2 resulta em niveis mais altos de
HPAs que o método 1, principalmente para os compostos mais leves, indicando que o método 2 recupera
mais compostos. A perda maior no método 1 pode estar relacionada ao volume maior de solvente na elui¢ao
da fracdo 2 a ser evaporada, o que favorece a perda dos analitos mais leves. Com RSD variando de 1,8 e
12,9%, o método apresenta precisdo aceitavel (inferiores a 20%) para a faixa de concentracdo de pg kg*
(BRITO et al., 2003). Sendo assim, e considerando ser mais econdmico e ambientalmente amigavel, pois
consome menos solvente organicos e menos reagentes, se utilizou o método 2 nos estudos de recuperagao
e para analise das demais amostras de pimentas.

A tabela 4 apresenta os resultados para estudo de recuperacao da amostra fortificada com HPAs

deuterados.

Tabela 4: O estudo de recuperacdo para amostras de AP (ug Kg ) + desvio padrio relativo (+ RSD%).

AP pg Kg*
Valor
HPAs Fortificado Valor Encontrado Recuperagdo (%)
Phenanthrene D10 20,0 19,818,4 99,0
Chrysene D12 20,0 18,918,7 94,5
Perylene D12 20,0 18,949.0 98,8

Os valores descritos na Tabela 4 s3o equivalentes aos publicados por outros autores que ja
trabalharam com matrizes desta natureza. Rozentale et al. (2017) encontraram valores para recuperagdes
na faixa de 72 a 107%, enquanto Hwang et al. (2019) de 91,4 a 103,1%. O RSD esta de acordo com os dados
apresentados na Tabela 3 e confirma a precisdao adequada do método.

Além disso, estes valores atendem as exigéncias do regulamento UE 835/2011 e do parecer da EFSA

em conjunto com o CONTAM, que estabelece limites de recuperagdes de 50 a 120% (EFSA, 2008).

Resultados em amostra de Pimentas

Na caracterizacdo preliminar, foi determinada a umidade das cinco amostras . A Tabela 5 mostra o

teor de umidade das amostras para as cinco pimentas analisadas.

Tabela 5: Caracterizagao preliminar de pimenta: umidade.
Amostras Umidade (%*RSD%)
AP111,1+7,8
AP2 10,7 5,6
AP38,2+2,5
AP49,3+0,8
AP57,2+2,7
RSD: desvio padrao relativo.
Amostras (AP1): pimenta merken; (AP2): paprica picante defumada; (AP3): pimenta siria; (AP4): pimenta calabresa
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moida; e (AP5): pimenta caiena em po.

Em comparagdao com outros estudos, os valores entre 7,2 a 11,1% sao considerados adequados,
segundo a American Spice Trade Association (ASTA, 1999) que recomenda teor maximo de umidade de 11%
para as pimentas Capsicum. Valores similares foram encontrados por Zaki et al. (2013) que obtiveram 8,6 a
10,8% de umidade em amostras de paprica.

A Tabela 6 apresenta o nivel de HPAs determinado neste estudo para as APs. Os HPAs foram
encontrados em 100% das amostras analisadas, predominantemente os compostos de menor peso
molecular (2 a 4 anéis). A Figura 4 apresenta a comparacdo entre os cromatogramas em modo SCAN e SIM
com a identificacdo do HPAS na amostra AP1. Pode-se observar a reducdo do nimero de picos no modo SIM,
descrito como clen up eletrénico, aumento do sinal para os HPAS e sua separa¢do de outros compostos

presentes na matriz.
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Figura 4: Identificacdo dos dos HPAS encontrados na amostra AP1 comparag¢do dos cromatogramas em modo SIM e
SCAN.

O SHPAs totais variaram de 1626,6 ug kgt 7,3% a 34640 ug kg''+ 17,5%. Essas concentracdes estdo
acima das encontradas por Londofio et al. (2015), que apresentaram SHPAs entre 509,7 ug kg* a 2746,5 pg
kg™, indicando que os niveis de HPAs encontrados neste trabalho s3o elevados. O principal composto em
todas as amostras foi o Fenantreno, seguido pelo Criseno, Benzo(a)Antraceno, Acenaftileno e por ultimo o
Fluoreno. A maior presenca de HPAs de 3 a 4 anéis é atribuida aos altos teores oriundos de chamas do
processo de defumacdo (AZEVEDO et al., 2013; FASANO et al., 2016).

O Naftaleno, Acenafteno, Acenaftileno, Fluoreno, Fenantreno, Antraceno e Criseno, foram
detectados e quantificados em todas as amostras comerciais de pimenta. O Fluoranteno e o Pireno foram

detectados apenas nas AP1, AP2 e AP4. Nas demais amostras, estes compostos ndao foram quantificados em
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fungdo de interferéncia do éster metilico do acido linoleico e do éster etilico do acido 9,12- octadecadiendico,
gue coeluem com este HPAs apresentando o fragmento m/z 202. A situagdo foi confirmada através das
andlises das fracdes em modo SCAN. Somente na AP1 foram detectados todos os 16 HPAs prioritarios

indicados pela USEPA (1996).

Tabela 6: ConcentragGes de HPAs em base seca, determinados nas amostras de pimenta.

HPAs AP(ug Kg! + RSD%) Limites permitidospug Kg?
AP1 AP2 AP3 AP4 AP5

Naf 224,91+2,4 23,815,9 498,6+11,3 66,7+7,7 320,5+15,1

Acl 1473,7+11,8 24,9+13,9 191,4+16,2 18,4+6,2 70,7+£7,9

Ace 371,316,0 49,9+12,9 219,4+17,7 126,6118,2 136,714,3

Fl 1279,0£10,9 33,317,4 2815,8+4,8 45,0£8,2 185,0+0,7

Fen 13162,6+£18,0 75,5+17,8 492,2+7,1 517,6+18,5 1281,6+18,9

An 3157,7+15,7 37,0£10,9 92,1+5,5 51,0+1,1 42,6+11,3

Flu 6500,7+ 15,9 45,212,6 Interf 181,7+15,7 Interf

Pir 5490,1+14,5 75,2+17,6 Interf 994,7+11,6 405,2+4,8

BaA 570,5%9,2 94,1+12,7 1949,5+13,0 Nd 251,7+4,8

ChR 998,8+15,8 64,418,3 501,949,1 21,7+£20,0 116,2+0,8

BkF 133,6+16,5 Nd 548,019,4 Nd 156,7+22,2

BbF 126,4+17,5 Nd 379,1+7,2 Nd 197,8+£19,9

BaP 162,5+£18,0 Nd 159,0£18,0 129,615,3 143,1+16,4 0,03%**

BghiP 204,619,3 655,5+17,0 1342,8+7,9 Nd 500,9+2,4

DahA 403,549,5 Nd 423,2+26,6 Nd Nd

IP 380,21+2,9 448+5,5 659,815,1 Nd 217,5+18,2

Total 34640,1£17,5 1626,9+7,3 10273,0+£3,6 3976,6t13,6 2958,7t4,5

ChR+BaA+BbF+BaP  1858,3+14,9 158,315,3 2989,616,5 92,2+1,9 719,1+4,1 35.0%*

BbF+BkF+BghiP+IP 844,819,3 1103,5+12,1 2197,4+8,8 Nc 1504,1+13,4 5.0*

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

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

A German Society for Fat Science também considera como pardmetro o valor total para HPAs de
maior massa molecular para (Benzo(k)Fluoranteno, Benzo(b)Fluoranteno, Benzo(g,h,i)Perileno,
Indeno(1,2,3-cd)Pireno) e fixou um limite de 5 pg kg™. O somatdrio destes compostos sé ndo foi determinado
na AP4, variando nas demais amostras de 844,8 ug kg* a 1504,1 ug kg, estando acima do estabelecido pela
norma.

Das amostras de pimentas (APs) analisadas, destacam-se as maiores concentragdes nas pimentas
AP1 e AP3. Esses resultados podem estar relacionados como resultante de seu processo de produgdo antes
de sua comercializagdo que apresenta um alto nivel de defumacéo, onde a exposicdo direta as chamas, como
no caso da pimenta merken (AP1) que é produzida artesanalmente e envolve exposicdo direta a fumaca de
fogbes ou braseiros para desidratacdo e defumacdo das pimentas (FASANO et al., 2016; ARCE et al., 2019).
Ja a pimenta siria (AP3) possui incremento de outras especiarias (pimenta do reino, pimenta-da-Jamaica,
canela, cravo e noz-moscada), previamente defumadas, o que leva a maiores indices de HPAs de maior peso
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molecular, explicando as maiores quantidades de HPAs nessa amostra.

As demais pimentas (AP2, AP4 e AP5) analisadas apresentaram niveis mais baixos, mesmo assim,
considerando o total destes compostos, os niveis sdo altos quando comparados com o regulamento de n°
835/2011 (EU, 2011; FASANO et al., 2016; MONAGO-MARANA et al., 2016; HWANG et al., 2019).

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

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

expostas.

CONCLUSOES

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

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

As concentracGes de HPAs nas amostras de pimentas estdo bem acima do que se é permitida pelas
leis que estabelecem limites para HPAs em alimentos, mesmo quando comparados a outras matrizes vegetais
e especiarias, explicitando a importancia desse e de novos estudos acerca da presenca de HPAs em alimentos

condimentados.
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