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RESUMO GERAL

Neste trabalho estudou-se o efeito do processo efiemdcdo em
gueijos na geracdo de compostos cancerigenos camblidrocarbonetos
Policiclicos Aromaticos (HPASs). A identificacdo gaantificacdo dos HPAs na
primeira etapa foram feitas em queijos defumadosgmnientes do mercado de
Sao Paulo, SP e Lavras, MG. Com relacdo aos diésrdipos de processo de
defumacédo, houve maior contaminacdo de queijos atithms ao processo
tradicional, comparado com o processo de defumagiofumaca liquida.
Niveis relativamente altos foram encontrados par&amnpostos criseno e 5-
metilcriseno £ = 1.308ug.kg e £ = 1,568ug.kg). Na segunda etapa, o
objetivo foi avaliar o gradiente de migracdo dosAEIRos queijos em relacdo a
sua massa, sendo os queijos oriundo das amostratapa anterior. Niveis
relativamente mais altos foram encontrados na calws® queijos, em
comparacdo com o interior da massa. Houve efetiadignte de migracao dos
HPAs da periferia para o centro dos queijos defusadssa migracdo ocorreu
no contrafluxo da gordura total do queijo. Nae@a etapa, amostras de queijo
coalho, adquiridas no comércio de Lavras — MG forassadas em
churrasqueira convencional, tentando, assim, simuha habito rotineiro da
populacéo, em especial da regido sudeste do [ags, ¢gessa forma, estudar a
possivel contaminagdo dos HPAs nos queijos. Name&gcgontaminacdo acima
do permitido pela legislacédo europeia.

Palavras-Chave: Queijos defumados. HPAs. Cromdtagra



GENERAL ABSTRACT

In this work the effect of the smoking process dheese in the
generation of carcinogenic compounds such as pdigcyaromatic
hydrocarbons (PAHs) was studied. The identificateomd quantification of
PAHSs in the first stage was carried out in smolegkeses acquired on the mrket
of Sdo Paulo, SP, and Lavras, MG. With regard tierdint types of smoking
process, cheeses submitted to the traditionalegsowvas more contaminated
compared to the as liquid smoking. Relatively highels were found for the
compounds 5metil-chrysene and chrysehe (1.308ug.kg e = = 1,568u9.kgy
Y. In the second phase the objective was to ealiat migration gradient of
PAHs in cheeses into its mass, and the cheesewdstign derived from
samples from the previous phase. Relatively higkltewere found in the rind
of the cheese in comparison to the interior of neess. There was effective
migration gradient of PAHs from the periphery te tbenter of the smoked
cheese, and this migration was against the flowheffat. Finally in the third
stage samples of rennet cheeses, acquired in LavM& were baked in
conventional grill, trying to simulate a routine bita of the population,
especially in the southeast region of the courgoy,as to study the possible
contamination of PAHSs in cheeses. It was not cotation above that allowed
by European legislation.

Keywords: Smoked cheeses. PAHs. Chromatography.
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1 INTRODUCAO

Os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA®) sontaminantes
amplamente distribuidos no ambiente, contendo @oimais anéis aromaticos
fundidos, cuja importancia se deve ao seu poteneai@inogénico em animais
de laboratério e por relacionarem-se com algumstijfe cancer no homem.

Os HAPs séo formados durante a combustdo incomgdktmaterial
organico. O processo de liberacdo desses compustiesser de forma natural,
como vulcdes e incéndios florestais ou devido agssos artificiais, como
gueima de madeira, combustédo incompleta do cadégradacédo do petroleo,
processos de defumacdo, entre outros. Emboraon @ agua potavel seja
responsavel por parte da exposicdo humana fremsteH&A\s, a maior parte
dessa exposicao esta associada a dieta.

O alimento é uma fonte significativa de HPAs aol @s#éio expostos o
ser humano e sua presenca ocorre predominantepeatpoluicdo ambiental,
e pelo processamento (secagem e defumacdo) eoc@mg@imento, assar,
fritar). Assim, niveis variaveis de HPAs tém siddatados em diversas
categorias de alimentos e bebidas, incluindo vegetdrutas, cereais, 6leos e
gorduras, produtos defumados, café e cha. Como asimpmarcador de
contaminacdo por HPAs, o benzo[a]pireno é amplaenatilizado, por ser o
mais estudado do grupo e por sua potente acamogéciica.

Apesar de o queijo defumado ser um prato muito lpo@mm muitos
paises, incluindo o Brasil, apenas alguns artigdsigados nas Ultimas duas
décadas, centraram-se nos niveis de HPAs nestdst@so Quanto a estratégia
analitica, varias técnicas tém sido relatadasteatira para isolar os HPAs dos
gueijos defumados como tratamento alcalino, seguieoextracéo liquido-
liquido, extracdo de amostras liofilizadas de @sepor solventes organicos,
seguidos por saponificacdo e extracdo sélido-lmuifPara a fase de
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identificacé@o e quantificagdo, as técnicas cromafags sdo as mais utilizadas,
dando destaque para cromatografia liquida de ftiérecia (CLAE), a qual se
sobressai por apresentar resultados rapidos, seguimnites de deteccao e de
guantificagdo inferiores aos obtidos por outrarités analiticas.

No intuito de estudar a presenca e o comportamgosoHPAs em
queijos defumados, objetiva-se neste trabalho: tificam e caracterizar os
HPAs em queijos defumados provenientes do mercadbadras, MG e Séo
Paulo, SP, a fim de compara-los com a legislacéaficar se os diferentes
processos de defumacdo em queijos interferem eetbo de HPAs; avaliar o
comportamento dos hidrocarbonetos aromaticos plitios HPAs, gerados no
processo de defumacgéo quanto a sua taxa de mignasaqueijos; avaliar o
grau de contaminacdo por HPAs em queijos assadoschenrasqueiras

convencionais, com carvao vegetal.
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CAPITULO 2 Revisdo bibliografica: hidrocarbonetos pliciclicos

aromaticos (HPAS) em queijos defumados
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1 HIDROCARBONETOS AROMATICOS POLICICLICOS

1.1 Definic&o, origem e exposicao

Os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos, (HPAsdnsistem de
uma familia de compostos caracterizada por pogsuftfeis ou mais aneéis
aromaticos condensados. Essas substancias, bemseasicompostos nitrados
e oxigenados, tém ampla distribuicdo e sdo enazdraomo constituintes de
misturas complexas em todos o0s compartimentos ataide (REY-
SALGUEIRO et al., 2008).

Acredita-se que no mecanismo de formacdo dos HPgtsjam
envolvidos dois processos distintos: a pirdlise imssintese. Em altas
temperaturas, compostos organicos sdo convertidan@éculas pequenas nédo
estaveis (pirdlise). Essas e outros radicais semeimam para produzir
moléculas maiores e mais estaveis de HPAs (pittes&n Uma vez formados,
os HPAs podem sofrer reacdes pirossintéticas, nangio estruturas mais
complexas, com anéis altamente condensados (BEFFRRNCO, 2005).

A formacdo pirolitica de HPAs é bastante complexa/agidvel,
dependendo das condicdes reacionais. O mecaniseitd para essa reacao
envolve a polimerizacao via radicais livres, enagetapas, até a formacao de
nucleos aromaticos condensados (LOPES; ANDRADBGI9A formacao
desses compostos depende de fatores, como tipoicaadsa presente,
quantidade de oxigénio disponivel, pressao e, ipairoente, de calor, pois a
concentragdo de HPAs aumenta linearmente na faxardperatura de 400 a
1000°C (CONDE et al., 2004).

Os HPAs podem ser classificados como alternantéaalternante.
Alternante contém apenas anéis de seis membrosjaltog ndoalternante
tém tanto de seis e impares. Se os anéis benz&aicdandidos em uma forma
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linear, o HPA é um “aceno” (por exemplo, antracemaftaceno, pentaceno),
guando os anéis benzénicos se fundem em um araagjgar, 0 seu nome
termina com “feno” (pentafeno, por exemplo) (DABEH; IVANOV, 1999).

Sao poluentes organicos e alguns deles sdo capazesagir apos
reacbes metabdlicas, o que os tornam carcinogénig@ugencias mutagénicos
(FERREIRA; MENDES; CRUZ, 2008).

Os HPAs sao emitidos por fontes naturais e antégeds (resultantes
da atividade humana). Os HPAs antropolégicos poddimidir-se em
hidrocarbonetos de origem pirolitica (queima inctatgp de combustiveis
fosseis e derivados) e hidrocarbonetos de origetrolffera (petroleo e
derivados) (FERREIRA; MENDES; CRUZ, 2008).

A exposicdo humana aos HPAs ocorre principalmengda p
contaminacao ambiental. As vias de exposicdo maeki@s vivos se da pelo ar,
agua, solo e alimentos. De acordo com o estudoate0dij e Bodelier-Bade
(1993), realizado entre pessoas ndo fumantes equfmacionalmente expostas
estima-se uma ingestdo diaria de cerca de 3,12 mg 8d HPAs:
(benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluorantenognzdyk)fluoranteno,
benzol[a]pireno, indeno(1,2,3-cd)pireno, dibenzgémtraceno e
benzo(ghi)perileno), sendo os alimentos responsgw@i cerca de 96% desta
ingestao.

Os alimentos podem ser contaminados a partir desHitgseminados
no meio ambiente (ar atmosférico, solo ou aguajlurante o processamento
elou cozimento. As principais etapas de procesgamefio secagem e
defumacéo e as de cozimento sé@o as que utilizas @inperaturas, tais como
aquelas que envolvem ag¢bes de grelhar, assarae fin areas distantes de
centros urbanos e industriais, os teores de HPAseptes nos alimentos nao
processados refletem a contaminacdo ambiental (FERBETTO et al,
2000).
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No ambito doCodex Alimentariusa necessidade de estabelecimento de
limites para HPAs em alimentos tem sido manifesfadanimeros paises. Em
1991, o benzo[a]pireno foi reavaliado pelo Comiténjdnto FAO/OMS de
Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA), que recodw a elaboracédo de
estratégias por parte das indistrias e dos consuesidpara minimizar a
exposicdo humana a esse contaminante. Na 64% RedmidECFA, realizada
em Roma, em fevereiro de 2005, esse Comité idemtifi3 HPAs como sendo
genotéxicos e carcinogénicos: benzo(a)antracenmzafie) fluoranteno,
benzo(j)fluoranteno,  benzo(k)fluoranteno,  benzo(apireno,  criseno,
dibenzo(a,h)antraceno, dibenzo(a,e) pireno, diberzjpireno,
dibenzo(a,i)pireno, dibenzo(a,l) pireno, indeno@-&)pireno e 5-metilcriseno
(JECFA, 2005).

1.2 Caracteristicas fisico-quimicas e reatividade

As propriedades fisicas e quimicas dos HPAs saolaamepte
determinadas pelo sistema de duplas conjugadasnpessnas estruturas dessa
classe de compostos.

As propriedades fisico-quimicas sdo importantes papercepcdo do
comportamento ambiental e biolégico de represeesadb grupo dos HPAs.
Sado pouco sollveis em agua e, em geral, sua sdadel diminui com o
aumento do numero de anéis (PEREIRA NETTO et @00 apresentam
também coeficientes de particdo octanol/agua sanesria 1000, demonstrando
grande afinidade lipofilica, que aumenta com o mdnge anéis aromaticos da
molécula (FERREIRA; MENDES; CRUZ, 2008)

Alguns HPAs sdo semivolateis, porém, muitos deleslem ser
transportados até longas distancias e serem adssrgm material particulado
(LIN; TU; ZHU, 2005). HPAs com 2 ou 3 anéis aroroas estdo quase
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totalmente na fase de vapor; aqueles com 4 anémgam-se numa posi¢ao
intermediaria. Os HPAs com 5 ou mais anéis arowst&do encontrados
predominantemente em particulados (cinzas ou fudigeujas particulas séo
menores que 2,5 um) (CONDE et al., 2004).

A volatilidade desses compostos diminui com o aumeto peso
molecular, sendo HPAs de pesos moleculares maiodanais volateis e
apresentam maiores pressdes de vapor que 0s nwasloge O mesmo €
observado com os valores da constante de Henrydliquieui com o aumento
do peso molecular dessas substancias (AIR POLLUTI®BATMENT
REVIEW GROUP - APARG, 1995).

A oxidacdo do HPA pode ocorrer pela reacdo de ahdiétion
(formado pela transferéncia de elétron do HPA aigémio ou aceptores de
outro tipo) com agua. A facilidade desse processotrdnsferéncia entre
elétrons, no entanto, € muito dependente do patetieioxidacdo de um elétron
do HPA em questdo. O valor do potencial de ionizatdpode ser utilizado
para deduzir a energia total do par de ions forsidBABESTAN; IVANOV,
1999). E ainda de referir que as reacdes de oxdacieducdo desses
compostos diminuem com o aumento do peso molec(HERREIRA;
MENDES; CRUZ, 2008).

Como consequéncia dessas propriedades na atmosémsgs
substancias podem ser encontradas tanto na fassagagianto adsorvida no
material particular. A concentracdo de cada commpenem ambas as fases é
funcdo de sua volatilidade e de sua afinidade mlaerficies das particulas
atmosféricas.

O tempo de meia-vida dos HPAs no ar varia humaafai& poucas
horas a dias; ja, no solo, estima-se que as malas-possam ser de varios
meses a muitos anos. No organismo humano, os tedpaseia-vida dos
compostos de maior peso molecular séo relativammeate elevados e indicam
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gue sua degradacéo é mais lenta.

Em virtude de suas propriedades fisico-quimicas ae giande
distribuicdo ambiental, o risco de contaminacdo dnarpor essas substancias é
significativo. De fato, devido ao seu carater lifjod, HPAs e seus derivados
podem ser absorvidos pela pele, por ingestdo ou ipalacdo, sendo
rapidamente distribuidos pelo organismo.

Os HPAs sdo quimicamente inertes, porém, quandgmneaparticipam
de reacbes de substituicdo eletrofilica e de adibocaso das reacdes de
adicdo, os compostos formados tendem a sofrer esag@ eliminagdo,
regenerando a aromaticidgd©PES; ANDRADE, 1996).

1.3 Transformacéo e degradacdo dos HPAs no ar, s@agua

Os HPAs liberados na atmosfera sdo normalmenteiqbess na fase
gasosa ou adsorvidos em particulas. Durante sepotata residéncia na
atmosfera (meia-vida + 30 dias), os HPAs podenmesafkidacdo fotoquimica
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1983). Reacdes quimicdses HPAs
com poluentes atmosféricos, tais como o ozéniad#xido de enxofre podem
se transformar em didis e acidos sulfénicos, res@enente.

Os HPAs adsorvidos no solo podem sofrer degradag@iomicro-
organismos quimicos e oxidacdo fotoquimica. Infereque o caminho
principal para a degradacdo dos HPAs presenteslopseja o metabolismo
microbiano. A biotransformacdo do HPA no solo éattelente de uma série de
fatores, como temperatura, umidade, pH, concerdrag® oxigénio,
concentracdo de HPA e composicdo do solo. Proplésdfisicas e quimicas
dos HPAs também desempenham um papel importarsganiodegradacao no
solo. A sorcdo de HPA a particulas organicas e rmagbéesente no solo pode
limitar o grau de biotransformacdo (MANILAL; ALEXADER, 1991). A
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populacdo microbiana também pode ser afetada gansldos fatores acima
mencionados. Chadhain et al. (2006), Erickssorl. €2@03), Silva (2002) e
Silva (2007), utilizam técnicas de biorremediacdmoglegradacdo de HPAs por

micro-organismos, sejam eles extraidos do sol@aa.a

1.4 Genotoxicidade dos HPAs e seus derivados

O primeiro indicio de carcinogenicidade quimica pi®dutos de
combustédo organica foi publicado em 1775, quandoideervada uma maior
incidéncia de canceres em trabalhadores que limpaslaaminés (POTT,
1975). Anos mais tarde, atribuiu-se a presenceededpa]pireno nas amostras.
Posteriormente, confirmou-se experimentalmente quepresenca de um
conjunto de HPAs seria responsavel pelas doengas a presenca de somente
um composto.

A quantidade absorvida por inalacdo varia de acoaio o grau de
contaminacao atmosférica, que esta diretamenteigrido com a urbanizacao,
o trafego de veiculos (principalmente veiculos coator a diesel) e com o tipo
e a industrializagdo da area. Em ambientes fechadfhsnaca de cigarro e as
fontes de aquecimento podem contribuir para o atovdws niveis ambientais
de HPAs.

Os alimentos s&do considerados outra importantee fdet exposicéo
humana, tanto devido & formacdo de HPAs duranteocepsamento, quanto
devido a deposicdo atmosférica sobre graos, vegefaitas. Os HPAs, quando
ingeridos, sdo captados por compostos lipofilideERREIRA; MENDES;
CRUZ, 2008). Na Tabela 1 verificam-se dados cag@n@os, mutagénicos e
genotoxicos.

Certos tipos de processamento como, defumacaefao#io e secagem
direta com madeira, poluicdo do ar e da agua @®RsENca em solos terrestres
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e marinhos contribuem para a formacao, (TFOUNIl.et2Q07). Para os nao
fumantes, a dieta é a principal fonte de HPAs (FANCet al., 2003),
contribuindo com mais de 70% da exposicao totalGRATH et al., 2007).

Tfouni et al. (2007) encontraram HPAs em diferertategorias de
alimentos, tais como produtos lacteos, vegetamdridleos, café, cha, cereais e
carne seca. A quantidade advinda da dieta dependgrande parte, do tipo de
cozimento, e da contaminacdo potencial do alimengt® se origina de
materiais de embalagem e de transformac&o (PEREt [0, 2009).

As atividades carcinogénicas e mutagénicas dos sHF#xam
associados ao grau de planaridade (BAUM, 1978)gEral, HPAs planos séo
mais estaveis e menos reativos e biologicamenteosnédxicos, devido a
guestdes envolvendo ressonancia e impedimentoicestéy substituicdo do
grupamento metil ou outros grupos no sistema dés ags HPAs podem
resultar em distor¢éo da planaridade molecularagueezes se traduz em mais
reatividade e carcinogenicidade. No Quadro 1 obsseva classificacdo dos
HPAs, pela carcinogenicidade, segundo o IARC (Agériternacional de
Pesquisa sobre o Cancer), sendo Grupo 1: substérenieinogénicas; Grupo
2B: substancias carcinogénicas para animais evedrsginte cancerigenas para
humanos; Grupo 2A: substdncias provavelmente chyerers; Grupo 3
substancias classificadas como nao cancerigenagupo G}: substancias

provavelmente ndo cancerigenas.

Quadro 1 Relagdo de alguns HPAs com relacdo anogemicidade

HPA Classificagéo
Antraceno Grupo 3
Benzo(a)antraceno Grupo 2B
Benzo(b)fluoranteno Grupo 2B

“continua”

Quadro 1 “concluséo”

HPA Classificacéo

Benzo(j)fluoranteno Grupo 2B
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Benzo(k)fluoranteno Grupo 2B
Benzo(g,h,i)fluoranteno Grupo 3
Benzo(c)fenantreno Grupo 2B
benzo[a]pireno Grupo 1
Benzo(e)pireno Grupo 3
Criseno Grupo 2B
Coroneno Grupo 3
Dibenzo(a,c)antraceno Grupo 3
Dibenzo(a,h)antraceno Grupo 2A
Dibenzo(a,j)antraceno Grupo 3
Fluoranteno Grupo 3
Fluoreno Grupo 3
Indenol,2,3-c,d-pireno Grupo 2B
Naftaleno Grupo 3
Pireno Grupo 3

Fonte: Adaptado de Pereira Netto et al. (2000)

1.5 Metabolismo dos HPAs

A caracteristica lipofilica dos HPAs torna-os casade penetrar nas
membranas celulares e de permanecerem indefinidanmen organismo. A
biotransformag¢do dos HPAs envolve uma série demawique catalisam
reacoes de oxidagdo, reducdo e hidrélise e de aazjue catalisam reagfes de
conjugacdo. Essas enzimas estdo distribuidas eos el tecidos organicos
(MUTTI; BERGAMASCHI, 1996).

A atividade carcinogénica dos HPAs é expressa lpeteansformacao
de intermediarios reativos capazes de se ligarleoteanente ao DNA para
induzir quebras e causar danos que levam a inwidedmutacdo e tumores.
Intermediarios, como epéxido diol dos HPAS alteteanséo considerados os
mais potentes agentes cancerigenos conhecidoss Hasemediarios sdo
rapidamente convertidos para carbocations, quédsas agentes alquilantes e
mutagénicos (iniciadores da carcinogénese) de mmatégulas celulares (por
exemplo, DNA) (DABESTAN; IVANOV, 1999).
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Monoxigenases dependentes do citocromo P 450 (CYPd&o
responsaveis pela oxidacdo enzimatica dos HPAs &jem principalmente
sobre a regido de elevada densidade eletronica oivel da regido angular da
molécula do HPA, formando Oxidos de arenos (ep&idque podem
espontaneamente formar fendis ou, por acdo dasdepdiirolases, produzirem
di-hidrodiois vicinais (ANGERER; MANNUSCHRECK; GUNEL, 1997).

Desses fendis, alguns séo oxidados a quinonasresqubdem sofrer
nova epoxidacdo, levando a formacdo de epoxidosundédos (di-
hidrodiolep6xidos). O carbono benzilico dos di-bdiolepdxidos é capaz de
reagir com as bases nucleofilicas, do DNA, notadé&ne guanidina e,
eventualmente, iniciar um processo mutagénico (MUBERGAMASCHI,
1996).

Verifica-se na Figura 1 um esquema da metabolizacko
benzol[a]pireno.
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Figura 1 Esquema do metabolismo do benzo[a]pireno

Essas reacbes de metabolizacdo ocorrem respeitandoordem de
reatividade e disponibilidade dos HPAs que apresemegides mais propensas
a reagir, como visto na Figura 2.
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Regido baia

X

Fegiio K

Figura 2 Regides dos HPAs
Fonte: Adaptado de Laassen (2001)

A regido baia possui um anel terminal em um dosslad regido L é o
local entre dois pontos de fusdo dos anéis, éealfaclacdo aos dois pontos de
fusdo, e a regido K, a regido de elevada densiddenica em todas as
estruturas de ressonéncia (FERREIRA; MENDES; CR2008). Todas essas
regides sao altamente reativas. Podem-se formaidesonessas trés regides,
sendo que os da regido baia os mais carcinogédaado a resisténcia que
apresentam perante enzimas de destoxificacdouestdps estéricas.

1.6 Reatividade com macromoléculas bioldgicas

Os HPAs ndo sdo mutagénicos diretos e precisanamp@ss uma
ativacdo metabdlica preliminar para reagir com o ADNe outras
macromoléculas. Assim, quatro mecanismos (Figutér)sido propostos para
a ativacdo dos HPAs: oxidacdo enzimédtica, seguedadtdlise com a formacgéo
de diolepoxidos (sendo o mais aceito); formacao édteres benzénicos,
eletrofilicos, mediante uma série de reacdes destifwibdo, proposto
(STANSBURY; FLESHER; GUPTA, 1994); producdo de cail catibnicos
por meio de oxidacdo enzimatica com envolvimentoude elétron e de-

hidrogenacdo enzimatica dos metabdlitos di-hidied@roduzindo quinonas
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capazes de reagirem diretamente com o DNA ou capizeeagirem com 0O
gerando espécies oxigenadas reativas, como raddisxilas ou &anions

superoéxidos, que atacam o DNA.

Mecamsmo por formagie de diol-epixado

Pd50 S
:O :Q epoxlhldroIaSQ T \]\ P-450
P

DNA OH

Adutos HPA-DNA

Mecamsmo por formaciio de radical-cation

O] .- DNA Adutos ———» Depurnagio
F-450 ou Instaveis

Peroxidase HPA-DNA

Mecamismo via formacio de qui:lmm

7 Adutos
T \J\[sz\l/\l \— _ DNA, iPAQ-DNA

\ / o
OH %, Ho, 0.6 \...‘204 0 2\,“\16

8] y o /
Radical HO,
Semi-quinona By

Adutos

Oridados

de DNA

Mecansmo por oxadacao benziliea

p,450 sulfotransferase Adutos
p HFPA-DNA

RHO-0SG,H
CHR RHO-OH

PPS = 3-fosfoadenosina-
5-fosfosulfatase

Figura 3 Esquema proposto para formacao de aduotastePAs e DNA
Fonte: Harvey e Dunne (1978)

Os mecanismos citados ndo sdo excludentes e podamrero
simultaneamente (PEREIRA NETTO et al., 2000).
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De acordo com a hipétese atualmente mais acelfgagéo entre os
diolepdxidos, resultantes da ativacdo metabdlisaatesubstancias, e o0 DNA é
favorecida quando diolepéxidos vicinais sdo fornsagwincipalmente nas
moléculas nao lineares, como o benzo(a)antraceno.

E provavel que o ataque eletrofilico do DNA aosxépis ocorra por
um mecanismo do tipo S{Bubstituicdo nucleofilica 1) e se processe atrdeés
estados de transicdo, nos quais os hidrocarboegtbem significante carater
de ion carbonium. Assim, a reatividade com o DNAc@sequentemente a
capacidade carcinogénica desses compostos, edigiamente relacionadas
com a facilidade de formacéo desses ions (PEREIRATD et al., 2000).

Algumas relacdes tém sido encontradas entre modetofcos que
envolvem alguns parametros moleculares, como dabrbiolecular vago de
mais baixa energia, a hidrofobicidade e o nimercani@s aromaticos e a
mutagenicidade (COMBARIZA; HAJOS; WINSTON, 1995).
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2 O BENZO[A]PIRENO

Entre os hidrocarbonetos policiclicos aromaticodeazo[a]pireno é
um dos mais conhecidos e estudados. Segundo aerdag#o da International
Union Pure and Applied Chemistry (IUPAC), a grafareta é benzo[a]pireno,
ao passo que o Chemical Abstract adota benzo[afpire

O inicio dos estudos dos HPAs teve sua origem eB81 X®m o
isolamento do benzo[a]pireno (B[a]P) a partir dovéa e sua sintese no mesmo
ano. Além da atividade cancerigena do extrato deeriah particulado
ambiental, o B[a]P foi identificado em fuligem dastiéa e, posteriormente, em
material particulado ambiental. Em 1970, ele foacterizado como um agente
cancerigeno de distribuicdo mundial, em ambientespirdveis e como
constituintes de aerossois urbaf@®STA, 2001).

O BJ[a]P possui a aparéncia de cristais amarelalgglem forma de
agulhas, férmula molecular ., € peso molecular 252,3PCS, 1998).
Apresenta baixa volatilidade, seus pontos de fesébulicdo sdo 178,1 e 310-
312°C (a 10mmHg), respectivamente. Sua pressaape (25°C) é 2,13 x 0
e a constante de Henry (20°C) 1,86 X.1Bofre foto-oxidacdo quando exposto
a luz solar ou radiagédo fluorescente. Reage comoNCNO, para formar
nitroderivados; é oxidado pelo 0zénio, produzindazo[a]pireno -(1,6 ou 3,6)-
quinonad PEREIRA NETTO et al., 2000).

No Brasil, foram realizadas varias pesquisas direrdas a
determinacdo dessa substancia toxica em produtosasa 6leos, gorduras e
derivados, relacionando-a com seus efeitos toximmsorganismo humano
(CAMARGO; TOLEDO, 2002). Entretanto, ndo foram emttadas pesquisas
relacionando ou mesmo quantificando os HPAs emjagiei

Em fevereiro de 200,5 a Comissao da ComunidadepEiaopor meio
do Regulamento (CE) n° 208 de 4 de fevereiro deb,266tabeleceu niveis
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maximos para benzo[a]pireno em alguns alimentds,ctamo: peixes, 6leos e
gorduras (2,0 pg.Ky; crustaceos, carnes e peixes defumados (5,0 Hg.kg
moluscos bivalves (10,0 pg:Rge alimentos infantis (1,0 pg.KyEC, 2005).

No Brasil, a legislacdo vigente somente determinae gos
aromatizantes/aromas de fumaca néo poderdo forneisrde 0,03ug.kKgde
benzo[a]pireno no alimento fin@RASIL, 2007)e estabelece limite maximo
de 0,7ug.I* de benzo[a]pireno em Aguas potayBRASIL, 2004).

Como os demais HPAs, o B[a]P é lipossoluvel, aprteseo
coeficiente de particdo octanol/agua (log Kow) igu#,04 e solubilidade em
agua a 25°C de 3,8ug/L (PEREIRA NETTO et al.,, 20@@ssa forma, em
sistemas aquosos, o0 B[a]P tende a concentrar-se@imentos ou permanecer
associado a matéria organica em suspensao.

O B[a]P é considerado um dos mais potentes agentes 0géciicos
em animais, além de embriotoxico e teratogéni¢dGENCIA
INTERNACIONAL DE PESQUISA SOBRE O CANCER - IARC, @6). Por
essa razao, tem sido utilizado como indicador éagumga de outros HPAs em
amostras ambientais, alimentos e beb{#& 2005). Benford, Dinovi e Setzer
(2010) analisaram diversos tipos de alimentos caintedos por HPAs,, sendo o
B[a]P o composto marcador.

A toxicidade doB[a]P é provocada por sua potente agdo pro-
carcinogénica uma vez que alguns dos seus metabdlitermediarios séo
intercalantes de DNA e, portanto, agentes mutagéftincogénicos. Processos
neoplasicos sdo claramente observados em figagieides e mamiferos, ja
apos 6 horas ao tratamento com concentrac6&§al® da ordem de 250 ppb
(EUROPEAN COMMISSION - EC, 2002).
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3 DEFUMACAO

3.1 Defumacéao tradicional

A defumacdo é uma técnica milenar de preservacaaimentos. Na
atualidade, ndo é mais empregada somente paraareagio e, sim, Como um
processo do qual o produto adquire particularidagesoriais apreciadas pelos
consumidores.

Segundo Souza (2004), a defumacdo é um métodaitnagli e tem
como finalidade proporcionar caracteristicas semisodesejaveis, como cor,
aroma, sabor e textura. Com o processo, ocorregdiedda atividade de agua
através da desidratacdo e alteracdo do pH, petadagicompostos da fumaca,
evitando-se, assim, a acao microbiologica e comsgguaumento da vida Util
do produto para consumo.

A acdo conservadora dos produtos defumados ocexidalao efeito
combinado da salga, cozimento, secagem e de it@$ancias presentes na
fumaca, como fendis, aldeidos e acidos organicdsVEG SILVA; FRIAS,
2008).

De acordo com Pinto Netto (1995), as madeiras ds&asas mais
indicadas para defumar alimentos, por apresentarbase seca, 40-60% de
celulose, 20-30% de hemicelulose e 20-30 de lignina

Da combustdo da hemicelulose e da celulose, qulecEMpbem em
altas temperaturas, resultam acidos e alcodisudang da lignina, que ocorre
em alta temperatura acima de 300 °C originam-satrées e substancias
fendlicas. Quando a combustédo da lignina ultrapaatares de 350 °C, sdo
produzidas substancias cancerigenas, entre as qudienzopireno e o0
fenantreno (EVANGELISTA, 2005).
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Madeiras como o carvalho, elmo e mogno sédo exeseydra processo
de defumacao; entretanto, por razdes de dispatadii e custo, no Brasil, sdo
mais utilizados o eucalipto e o jatoba. As madaeamosas, como o pinho, séo
inaceitaveis, pelo fato de que suas substanciageim| decorrentes da queima,
conferem ao produto sabor desagradavel.

Existem dois tipos de defumacdo a quente e a fjoe sdo
diferenciadas pela temperatura empregada duraptecesso. A defumacéo a
frio ocorre a temperaturas entre 40 a 55 °C e @dupos permanecem de duas a
vinte e quatro horas. Ja na defumacdo a quentmpetatura atingida é de 60
°C, durante noventa minutos e, depois passa a 2MOCl durante quatro a seis
horas. As pecas devem ser penduradas no defumadorendo-se certa
distancia entre elas, bem como da parede, a firgadentir a circulacdo de
fumaca e calor (GAVA, SIVA; FRIAS, 2008).

Em queijos, a defumacéo a frio é mais indicades pogordura desse
tipo de alimento ajuda na retencdo de compostomaimos da fumaca,
evitando a sua deformagédo, os quais que, além deererm a funcédo de
conferir sabor e odor agradaveis, estendem a didade do produto
(LAGUNA et al., 2009).

A defumacdo convencional de alimentos esta sendstisiida pelo
emprego de aroma de fumaca liquida (BIZERRIL; PRJN2A01; HATULLA
et al., 2001). Esses produtos sdo, em geral, estct fumaca filtrada, que sdo
separados do material resinoso responséavel peteaddio dos hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (STOLYHWO; SIKORSKI, 2005).

3.2 Defumacéo por fumaca liquida

O processo de defumacédo convencional esta sendtitsigo pelo uso
de aromatizantes de fumaca. Os aromatizantes dac&uredo preparacdes
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concentradas, utilizadas para conferir aroma denugdo aos alimentos, no
gual se submetem madeiras, cascas e galhos namlosath combustdo
controlada; a destilacdo seca a temperaturas cengidas entre 300 e 800°C;
ou ao arraste com vapor de agua reaquecido a tamgeentre 300 e 500°C,
em seguida as fragbes que tém as propriedadesosdpimaticas devem ser
separadas por condensacao fracionada (BRASIL, 1999)

Aromas de fumaca tém sido utilizados como conséggare
aromatizantes de carnes, peixes e queijos ha mants e, atualmente, vem se
destacando em funcédo de suas inlmeras vantagdns eBfas estédo a higiene e
diminuicdo no tempo de processamento, menor pawgdbiental e variedade
de utilizacdo da fumaca, obtendo-se produtos cderedites caracteristicas
sensoriais (GUILLEN; SOPELANA, 2003; STOLYHWO; SIKR3KI, 2005).

Ao produto defumado final, proporciona uniformidate sabor e cor,
deposicdo de substancias antioxidantes e antiniderad e baixa concentracéo
de compostos indesejaveis, como HPAs, podendoesersd doméstico e/ou
industrial (GONCALVES; PRENTICE-HERNANDEZ, 1998).

A fumaca liquida pode ser aplicada diretamente ip@rsdo ou na
superficie da matéria-prima. Diluida, proporciongemetracdo do sabor no
interior dos queijos, coloracdo dourada e brilhar@esuperficie dos mesmos,
enquanto a aplicacéo superficial, por aspersadauizacao, produz um sabor

agradavel e menos intenso, quando comparada adargEo imersao.
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4 RELACAO ENTRE OS HPAS E OS QUEIJOS DEFUMADOS

A defumacao é uma técnica empregada na fabricagz&ertbs tipos de
gueijo para aumentar a conservacdo bem como pdasikdlteracfes em
caracteristicas como cor, aroma e textura ao queijo

Apesar de o queijo defumado ser um prato muito lpo@m muitos
paises, apenas alguns artigos publicados nos 8ltamos centraram-se nos
niveis de HPAs desses produtos (BARRON; HIERRO; BAMARIA,
1990). Como um marcador de contaminagcdo amplametitzado, o
benzo[a]pireno é determinado em todos os estudos.

Ibargz et al. (1995) e Néjera, Barron e Barcina (19@9kkaram que a
defumacgdo exerce um efeito importante sobre o ionesto da microbiota,
atividades proteoliticas e lipoliticas e as caréstieas fisico-quimicas durante a
maturacao de queijos.

Najera et al. (1998) evidenciaram que a defumagé&oceu um efeito
importante na composi¢do da fracdo de gordura eogigenpo de maturacao
influenciou significativamente os niveis de lipideds diferencas nas fracdes
de lipideos para os queijos defumados foram attisua diferentes niveis de
atividade lipolitica nos queijos, que foi poteniziatla pelo processo de
defumacéo.

Suchanova et al. (2008) avaliaram a presenca desH#A queijos
defumados, e encontraram diferencas nos niveis BAsHentre queijos
defumados a processos controlados e defumadosasasgindo encontrados no
processo caseiro niveis de HPas carcinogénicoa. qRemijos defumados sob
controle industrial, foram encontrados niveis dd g Kg*, ao passo que para
gueijos defumados em condi¢Bes caseiras, o tedbtRdes foi até dez vezes
maiores. Ainda nestes trabalho houve andlisesi@distentre a casca do queijo

(superficie) e o queijo como todo, sendo encontredoasca niveis de HPAs de
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3-6 vezes maior os niveis de HPAs. Houve tambémratifas em queijos
revestidos por ceras ndo comestiveis, que formaramespécie de barreira de
contaminacao, em que a parte comestivel apresaiteul4% maior de HPAs
e 18 vezes maior de HPAs carcinogénicos, esteermistios pela lista da
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Can&q).

Pesquisadores (Quadro 2) mostram que a presenbande[a]pireno
esta fortemente correlacionada com a soma dos rigeces HPAs, o que
confirmou a aplicabilidade da sugestdo Unido Eueopgara usar essa

substancia como um indicador da fracdo de HPAsecay@nos.

Quadro 2 Relagdo alimentos e HPAs

Alimento Concentragao I—l|PAs ) Autor
Vegetais 11pg.kg Ashraf e Salam (2012)
Café 0.81dugkg Tfouni et al. (2012)
Linguica 98,48pg.kg_l Lorenzo et al. (2011)
Oleo de soja 10,4 a 112,@9_;(9_1 Camargo et al. (2011)
Pescado 0.03a 4,5419.'(971 A(z:eredo, Toledo e
7 amargo (2006)
Creme vegetal 4,1 a7,1ug.kg Camargo e Toledo (2000
Margarina 17a 3,&19.'(971 Camargo e Toledo (2000
Maionese 10a Zl’mg_kgfl Camargo e Toledo (2000
(p%%igzgigun?z?; do) 0, 11“g.kg_l Suchanova et al. (2008)
Queijo defumado (caseiro 1,11ug.kg_l Suchanova et al. (2008)

Simko (2005) faz uma revisdo sobre os fatores qiieinciam a
eliminac@o de hidrocarbonetos policiclicos a patérprodutos defumados de
carne com uso de defumagcéo tradicional e aromagizimuido para defumacao,
concluindo que o material utilizado para embalaggade contribuir

significativamente para a diminuicéo do teor de dRAsses produtos.
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5 QUEIJO COALHO

O Regulamento Técnico de Identidade e QualidadéRde Queijo
de Coalho define o queijo como um produto de ct#siga semidura e elastica,
com textura compacta e macia, podendo apresentarmabs olhaduras.
Apresenta cor branco amarelada uniforme, sabordbrdigeiramente acido,
podendo ser salgado, com aroma também ligeirandeide, que lembra massa
de queijo coagulada (BRASIL, 2001).

Por ainda ndo apresentar um processo padronizai@dieacdo, acaba
se adequando a regido e a forma de consumo adetasentando, assim,
diferencas quanto a composicdo fisico-quimica, lmmo caracteristicas
sensoriais. No Nordeste, por exemplo, o0 queijoaiho é destinado tanto ao
consuman naturacomo assado. Ja nos estados da Regido Sudesteadap
Rio de Janeiro, Espirito Santo e Minas Gerais, eijgude coalho é
comercializado exclusivamente sob a forma de eg@gtochurrasco.

Dessa maneira, a queima do carvao pode provocama¢édo de alguns
compostos indesejaveis, como os HPAs. Compostass egse gerados no
processo de pirdlise podem se depositar na sugedtc queijo em questéo,
sendo uma ameaca a salde dos consumidores.

Sendo o queijo coalho considerado um queijo semigou gordo e os
HPAs compostos também lipofilicos, ha de se espara grande afinidade

entre eles, podendo favorecer a contaminacao.
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RESUMO

A defumacdo é um método cuja finalidade é propasio
caracteristicas sensoriais desejaveis aos quedmetivou-se avaliar os
parametros fisico-quimicos de queijos defumadoseccimis. As amostras
foram analisadas quanto ao pH, acidez, proteira, toinidade, extrato seco
total (EST), gordura e gordura no extrato seco (GE&gundo os métodos
oficiais da AOAC (2005). Os valores de pH e prasirtotais diferiram
significativamente em 80% das amostras (4,92 - %628,22 - 28,46,
respectivamente). O teor de gordura diferiu sigativamente em 70% das
amostras e apresentou valores superiores aos Ewmsmpor outros autores. A
acidez diferiu em 60% das amostras variando, dgb®51,112%. Os resultados
de umidade, extrato seco total e gordura no extrs¢égo diferiam
significativamente em todas as amostras; contudsergh-se a falta de
padronizacdo quanto a fabricacdo do queijo proeolon

Palavras-Chave: Defumacéo. Queijo provolone. Pedpdes fisico-quimicas.
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1 INTRODUCAO

A defumacdo é uma técnica milenar de preservacaimentos. Na
atualidade, ndo é mais empregada somente paraareagio e, sim, Como um
processo por meio do qual o produto adquire pdaficlades sensoriais
apreciadas pelos consumidores.

A acgdo conservadora dos produtos defumados ocexidalao efeito
combinado da salga, cozimento, secagem e de it@$ancias presentes na
fumaca, como fendis, aldeidos e acidos organicdsvVEG SILVA; FRIAS,
2008). Com o processo, ocorre reducdo da atividadegua por desidratacao e
alteracéo do pH, pela acdo dos compostos da fureatando-se, assim, a acao
microbiolégica e consequente aumento da vida atpréduto para consumo.

No Brasil, o queijo defumado mais comum é o pronejgorém, sao
encontradas outras variedades, como mucarela da.ri®abe-se que a
defumacdo altera significativamente as caracteafsti fisico-quimicas
principalmente aliadas a processos de maturacao.

O provolone ndo apresenta Regulamento Técnico datidthde e
Qualidade (RTIQ); esse fato faz com que haja umcafepasso na
padronizacdo de suas tecnologias de fabricacdoretarado em perdas na
gualidade final do produto, o que pode levar auizeg econdmicos, além de
lesar os consumidores. Nesse propésito objetivmmeste trabalho realizar uma
caracterizacao fisico-quimica de queijos provolatefsmados encontrados no

mercado de Lavras —MG.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras

Foram adquiridas oito amostras (A, B, C, D, E, Fe Bl) de queijos
provolones defumados recém fabricadas. As amoétrasn coletadas em
pontos distintos da cidade de Sdo Paulo - SP, aonddas em caixas
isotérmicas e encaminhadas imediatamente ao ld@borade Laticinios do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Univedsidaederal de Lavras,
para a realizacdo das analises. As analises faalimadas em lotes diferentes e
em triplicatas.

2.2 Reagentes e solu¢fes

Para determinagdo da proteina total utilizaramssseguintes solucdes
e reagentes: solucdo de hidroxido de sédio 50%)(mrfeparada pela diluicdo
de 500 g deste reagente (Vetec, 98% m/m), em 100@anagua destilada;
solucéo de acido cloridrico (0,02mot)Lobtida pela diluicdo de 1,68 mL desse
reagente (Vetec, 36,5% v/v) em 1000 mL de 4gudladst &cido borico (0,1
mol.L™) preparado pela diluicéo de 6,30 g deste read&yteh, 95% m/m) em
1000mL de agua destilada; sulfato de potassio RAe@d/ 98% m/m), sulfato de
cobre PA (Vetec, 98% m/m). Para determinagdo dduga, utilizou-se &cido
sulfarico (Synth, d=1,820g1, 98%, v/v), alcool isoamilico PA (Syth, 95%).
Para a determinacdo da acidez, utilizou solucabidigxido de sédio 10%
(m/v), preparada pela diluicdo de 10 mL dessesrgadVetec, 98% m/m) em

100 mL de agua destilada.
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2.3 Instrumentacao

Para as leituras de pH, utilizou-se um pHmetron@s® modelo
Q400AS.

Na determinacdo de extrato seco total e umidatiiizou-se estufa
FANEM®, modelo 515.

Para determinacdo da proteina total, utilizouestiiddor de proteina
TecnaP, modelo TE 036/1.

2.4 Andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casadbd (DIC), com
trés repeticdes. As analises descritivas com médlasionadas a composicao
fisico-quimica dos queijos foram realizadas no @ estatistico SAS v. 8.2.
Para efeito de comparacéo os resultados obtidés sebmetidos a analise de
variancia (ANOVA), e ao teste daikey para identificacdo das diferencas, com
nivel de significancia de 5% (p<0,05) (FERREIRAQ2D

2.5 Caracterizagéo fisico-quimica dos queijos

Os parametros fisico-quimicos avaliados foram pticlez, proteina
total, umidade, gordura, gordura no extrato secB)Ge extrato seco total
(EST), seguindo metodologia descrita por (AOAC, ®0Ms resultados de
gordura no extrato seco (GES) foram obtidos palagfp 1:

1y Cordura
bh Extrato Seco Total

SGES =

Equacéo 1

Para os valores de umidade, utilizou-se a equacao 2



% Umidade = 100 — % E5T

Equacéo 2
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os dados referentes aos valores de pH, acideimpactotal, umidade,
gordura, gordura no extrato seco e extrato se@ &#tdo apresentados na

Tabela 1, com (p < 0,05) no teste de médias Tukey.

Tabela 1 Caracterizagdo Fisico-Quimica de Queijos

Amostra pH Acidez P;?(;[tealllna Umidade Gordura GES EST

542 0,696 18,222 52,322 35.70 74.92 47,682
562 0,912  28,46° 44.60 27.1%  49.0f 55,40
545 1,117 28,468 44.88 27.18 4924 5517
556 0,887 22,03 43.72 2720 48.33 56,28
530 0,882 19,53 55.60 27.00 60.81 44,40
533 0,582 23,23 43.87 2694 4799 56,13
56 0612 19,89 44.00 28.110 5020 56,00
562 0,552 21,68 45.20 28.00 51.09 54,80

IOTMMOO >

* Média de triplicatas.
Médias seguidas de mesma letra, na coluna, séis igoiae si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os valores de pH e os teores de proteinas tatderiram
significativamente em 80% das amostras, variandie €h92 a 5,92 e 18,22 a
28,46, respectivamente. Os resultados de pH foreimaado relatado por
Furtado (2005).

As concentracdes de gordura diferiram significatieate em 70% das
amostras, as amostras frescas apresentaram méores, assim como 0s
resultados para gordura no extrato seco (GES).

A acidez diferiu em 60% das amostras, sendo quevalsres

encontrados ficaram de acordo com o relatado paada (2005).
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4 CONCLUSAO

Ao se comparar os dados das andlises fisico-gagmiacfere-se que ha
problemas na padronizacdo quanto a tecnologia becdgdo do queijo
provolone no Brasil. Essa falta de padronizacdeteeflireta e indiretamente na

gualidade do produto final, o que pode levar aufizep econdmicos.
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RESUMO

As concentracdes de treze Hidrocarbonetos PotiogliAromaticos
(HPAs): benzo(a)antraceno, criseno, 5-metilcriserienzo(j)fluoranteno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzafefw, dibenzo(a,l)pireno,
indeno(1,2,3-c,d)pireno, dibenzo(a,h)antraceno, ertib(a,e)pireno,
dibenzo(a,i)pireno e dibenzo(a,h)pireno de dez &amsle queijos defumados
foram determinadas. Os HPAs foram extraidos cormuc8ol de N, N-
dimetilformamida-agua (9:1, v/v) e cicloexano, finados em cromatografia
por coluna de silica-gel e concentrados por evaporeotatorio, sob vacuo.
Para mensurar as concentragBes dos HPASs, utilzdlrematografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) com detector de fluorescé@ (FLD). Os niveis de
HPAs néo foram dependentes do tipo de massa djp dfresca ou maturada).
Com relacdo aos diferentes tipos de processo demdefio, ha maior
contaminacao de queijos submetidos ao processoitnaal, comparado com o
processo de defumacéo por fumaca liquida. Nivdidivemente altos foram
encontrados para 0s compostos criseno e 5-megitcrif = 1.308ug.kg eX =
1,568u9.kd).

Palavras-chave: Queijos defumados. Hidrocarbonptiigiclicos aromaticos
HPAs. Saude. HPLC-FL.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, pesquisas sobre os Hidrocarbeneticiclicos
Aromaticos, (HPAs) em alimentos tem se tornado casamais frequentes,
dado o crescente interesse pelos alimentos seg@ss.hidrocarbonetos
policiclicos arométicos sdo uma classe de impa@santcompostos
carcinogénicos gerados pela combustdo incompletaaléria organica, Rey-
Salgueiro et al. (2008), Who, (2005); Caruso e baAfda, (2008). Os
alimentos séo importantes fontes de contaminacéegs@s compostos, estando
presentes em vegetais, frutas, produtos carnedstens$, 6leos, cereais, café e
chas Ashraf e Salam (2012); Azeredo et al. (2006)enzo et al. (2011),
Suchanova et al. (2008), Camargo et al. (20128}%1b), Tfouni et al. (2012).
As possiveis fontes de contaminacdo dos HPAs emmemlds sdo a
contaminacao do solo, bem como a poluicdo de aguadHO (1998 e 2005).
A geracdo de HPAs em alimentos também pode teerariga forma sob a qual
ele é processado, como secagem e defumacdo, apas ele cozimento que
utilizam altas temperaturas, tais como aquelasequelvem acdes de grelhar,
assar e fritar (CHUNG et al. 2011).

Diversas agéncias e comités, como o Programa &tdieomal de
Quimica Segura, sigla em inglés (IPCS), Comité (@fiea em Alimentos
(SCF) e Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Adds (JECFA)
concluiram que 15 HPAs (benzo(a)antraceno, cicliafe)pireno, criseno,5-
metilcriseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(j)fluoceat, benzo(k)fluoranteno,
benzol[a]pireno, indeno(1,2,3-c,d)pireno, dibendyémtraceno,
benzo(g,h,i)perileno, dibenzo(a,l)pireno, dibenm)@reno, dibenzo(a,i)pireno,
dibenzo(a,h)pireno) demonstraram ser carcinogénigos mutagénicos aos
seres humanos. Em 2006, o Codex Committee on Fodditives and

Contaminants (CCFAC) elaboraram uma proposta dgtpreomo espécie de
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Cédigo de Boas Praticas, para a reducédo da cordgéunde alimentos com
HPAs submetidos a processos de defumacéo e secagean(\WWHO, 2008).

Além disso, a Comissao Europeia estabeleceu limitesmos para o
benzo[a]pireno em diferentes grupos de alimentmsiocéleos e gorduras [2,0
Hg.kg' (peso fresco)], carnes defumadas e produtos defosréa base de carne
[5,0 ng.kg* (peso fresco)] e formulas para lactentes e fé@amudle transicéo,
incluindo leite para bebés e leite de transicad jiy.kg* (peso fresco)], sendo
0 benzo[a]pireno eleito como composto marcador esqyisas envolvendo
HPAs.

No Brasil, a legislacdo vigente somente determinae qos
aromatizantes/aromas de fumaca ndo podem fornemisrda 0,03 pg.kgde
benzo[a]pireno no alimento fin@RASIL, 2007)e estabelece limite maximo
de 0,7 pg.L* de benzo[a]pireno em aguas pota{BRASIL, 2004).

Os HPAs sdo moléculas que podem apresentar camchertagénicos,
teratogénicos e carcinogéncos. As atividades aagéimnicas e mutagénicas dos
HPAs foram associadas ao grau de planaridade (BAU®%8). Em geral,
HPAs planos sdo mais estaveis e menos reativoolegliamente menos
toxicos. A substituicdo de ramificacdes metila otr@s grupos no sistema de
anéis dos HPAs podem resultar em distor¢cdo da nifimcie molecular que, as
vezes, traduz-se em mais reatividade e carcindgedie.

Os processos analiticos envolvendo os HPAs em w@iieeséo
variados, podendo se valer de técnicas de extiégpdido-liquido ou solido-
liquido, com a utilizagdo de solventes organicosempregando a técnica de
extracdo em fase sélida (SPE), como o uso de taduadequados. J4 as
técnicas cromatograficas, principalmente CG e CLAHo ferramentas
analiticas eficazes para se mensurar os HAPs (SIN2R0b).

O processo de defumacédo é antigo e foi utilizadarda muitos anos

para conservar produtos carneos e lacteos; cont@mente tem sido
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utilizado para conferir caracteristicas organot&stiaos alimentos (SIMKO,
2005). Apesar de o queijo defumado ser muito popeia diversos paises,
incluindo o Brasil, existem poucos trabalhos quecesatraram nos niveis de
HPAs. Nesse contexto, objetivou-se neste estudo: ideatife quantificar a
presenca de HPAs em queijos defumados provenieltesiercado de Sao
Paulo, SP e Lavras, MG; verificar se a influéncéandaturacdo dos queijos
interfere na degradacdo de HPAs; comparar os aglegitcom a legislacdo da

Unido Europeia.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes

Triton X-100 adquirido de CA§) (Brasil), tetrafosfato de sédio, obtido
de ISOFAR Ltda, (Brasil) alcool metilico, cicloexano, silge 60 (s), sulfato
de sédio anidro e N,Ndimetilformamida foram adqlgs por VETE® Ltda,
(Brasil). Acetonitrila adquirida de J.T. Bakg(Cidade do México, Méxica). A
agua utilizada foi destilada e purificada em sistédilli Q Millipore Corp. ®
(Bedford, MA, USA). Padrdes de HPAs foram adquisidia Supelcbinc. (St.
Louis, MO, EUA) (benzo(a)antraceno, criseno, beb¢h(oranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo[a]pireno, dibenzo(amaeno e indeno(l,2,3-cd)
pireno), Fluka (Munique, Alemanha) (benzo(j)fluoranteno, dibemireno,
dibenzo(ae)pireno e dibenzo(ah)pireno), Cambfidgetope Laboratories Inc.
(Andover, MA, EUA) (5-metilcriseno) e Chemservidac. (West Chester, PA,
EUA) (dibenzo [ai] pireno).

2.2 Preparo de solucdes

Utilizou-se detergente BDI, o qual foi preparadesdivendo-se 30 g de
Triton X-100 e 70 g de tetrafosfato de sédio (99r8%%), em 1000 mL de agua
destilada. A solucéo de sulfato de sédio 1% fdv@lada dissolvendo-se 1g de
sulfato de s6dio em 100 mL de agua destilada.

2.3 Amostras

Foram coletadas pecas de queijos defumados nosdosrdas cidades

de Lavras, Minas Gerais e Sao Paulo, no estadcddeP8ulo. As pecas dos
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queijos foram devidamente acondicionadas e tratexpes para o setor de
Laticinios da Universidade Federal de Lavras, dodem separadas de acordo
com o processo de defumacéo e tipos de queijo @dhe Em seguida, as
pecas foram submetidas ao processo de pesagentameldi suas dimensdes
(Tabela 1). As pecas de queijo, as quais foransifizedas como frescas foram
trituradas e homogeneizadas tomando o cuidado detacoas camadas
superficiais do queijo como a casca, acondicionadasecipientes e mantidas
sob-refrigeracao para posterior analises. As peeagueijo classificadas como
maturadas, permaneceram por mais trinta dias emnareABOD (Eletro Lab,
modelo EL 101/3), numa temperatura de 8 °C, posteriormente as
pecas foram trituradas e homogeneizadas tomando o cuidadooletar as
camadas superficiais do queijo como a casca, agondidas em recipientes e

mantidas sob refrigeracdo para analises futuras.



Tabela 1 Caracteristicas das amostras de queijos

Tamanho Forma dos

Tipo queijo Defumacéo Peso Dimensdes (cm) -
casca (cm) queijos
A  Provolone defumado fresco FT 553,83¢g 9x4 0,2 Cilindrica
B  Provolone defumado curado (tranga) FT 588,039 13,5x7 0,3 Tranga
c zrr\?;/glone defumado curado com FT 460,699 13,6 X 3,5 05 Cilindrica
D Zlfc‘)’o'one defumado curado com FT 387,95g 9x3 0,3 Cilindrica
E Ricota defumada FL 364,949 10,7x 6,4 0,1 Cilindrica
F E;rggggne defumado desidratado em FL 254,44 (uma rodela) =4.6 x 0,4 0,3 Cilindrica
G  Provolone defumado curado FT 716,649 12 x6,0 0,4 Cilindrica
H  Provolone defumado curado (tranca) FL 608,559 16,5x8 0,3 Tranca
| Mugarela com tomate seco e e 594,709 17x75 0.2 Tranca
temperos defumada (tranga)
J Provolone defumado curado FT 815,049 20,5x5 0,7 Cilindrica

FT=fumagca tradicional, FL= fumaga liquida

19
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2.4 Analises hidrocarbonetos policiclicos aromatico

2.4.1 Extracao eClean-up

Os procedimentos de extracdo ckean-up foram baseados pelos
métodos descritos por Badolato et al. (2006) e fiféuToledo (2007), com
modificacdes.

A fase lipidica do queijo foi extraida pela técnim detergente-BDI
(ABREU, 1993). As amostras homogeneizadas (5ghfdransferidas para um
baldo volumétrico de 100 mL, juntamente com 10 ralddtergente-BDI. Apos
completa homogeneizacdo, a mistura foi aguecidabamho-maria por 5
minutos, seguida de novo aquecimento por perioddoad! de 10 minutos. A
mistura foi, entdo, novamente homogeneizada e itteygtda (centrifuga de
Geber), por 1 minuto, a 350 g. Para completa separaaagoddura na parte
superior do baldo, adicionou-se metanol:agua (@i, até que a camada de
gordura ficasse na parte média do gargalho do b#@amistura foi entdo
colocada em banho-maria a 70°C por 5 minutos. Aptes periodo coletou-se a
gordura com pipeta de Pasteur. A gordura foi texigd para pequenos frascos
de vidro e devidamente identificada.

Apés a extracdo da gordura, ela foi transferida il de separagéo e,
assim, extrairam-se os HPéa@m trés aliquotas de N, N-dimetilformamida-agua
(9:1, viv) (50, 25 e 25 mL). Em seguida, 100 mLsdkicdo a 1% de sulfato de
sédio foi adicionada ao extrato contido no funilséparacédo e re-extraido com
3 aliquotas de cicloexano (50, 35, 35mL).

A solucdo final foi seca com sulfato de sédio amidseguida da
concentracdo em evaporador rotativo a 40 °C, paeaogvolume final fosse 5
mL. O extrato concentrado (5mL) foi entdo purificaplor cromatografia de

coluna sobre gel de silica. A coluna de vidro (2000 mm) foi empacotada
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com 5 g de silicagel (15% de agua) e 1 g de sulfateddio anidro no topo. O
extrato concentrado (5mL) foi aplicado ao topo daa e eluida com 85 mL
de ciclo-hexano. Os primeiros 10 mL foram descagaeé uma fracdo de 10-
85 mL foi novamente concentrada até cerca de 1mmlLegaporador rotativo a
40 ° C e seco sob um fluxo de nitrogénio. Finalmeaotresiduo foi dissolvido
em 2 mL de acetonitrila, filtrado em um filtro de4B-Im e analisados por

CLAE com deteccao por fluorescéncia.

2.4.2 Andlise HPLC

As analises foram realizadas em um aparelho de HBhithadz®é
(Kyoto, Japao) equipado com uma bomba LC-20AT, omasarador automatico
SIL-20AT (injeccao de volume de 20 pL), um fornoabduna CTO-20A e um
RF-10A x| detector de fluorescéncia (comprimentmdéda de excitacdo de 268
nm e emissédo de comprimento de onda de 398 nnjass foram adquiridas
e processados com LC software solucdo. A Coluna(@id@ac 201 TP54, 250 -
4,6 mm, tamanho da particula 5 um, Vydac, Hesp@&#g, EUA) a 30°C. A
fase movel consistiu de acetonitrila 75% e 25%gl@maa uma taxa de fluxo de

1 mL. min™.

2.4.3 |dentificagdo e quantificacdo HPAs

A identificacdo dos HAP foi realizada por compaagkd tempo de
retencdo obtido pela injecdo dos padrées nas mesmdg;des. Os compostos
foram quantificados por padréo externo. A solucitoepie padrdo misto com
HAP foi preparado em acetonitrila e armazenado®€,4durante 3 meses. A
partir destas solugdo foi utilizado o método de rfpadexterno para a

quantificagdo. Injegbes de solu¢bes padrdo de HAaeetonitrilo foram
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utilizados para construir as regressoes lineasacfies de area de pico versus
concentracdo HPA). Para estas finalidade, oitoiqide concentracdo que
variam de 0,00025 para 0,0150/mL) foram usados. O limite de deteccédo
(LD) para cada HPA foi definido como a concentragéanalito que produziu

uma relacao sinal-ruido.

2.5 Andlises estatisticas

Efetuou-se a andlise de varidncia (ANOVA) dos tadids e a
comparacdo entre as médias foi realizada pelo test€ukey, utilizando o
software Statistica (Statistica 5.5; Stat Soft Ifalsa, OK, EUA), sendo

considerado o nivel de significancia de p < 0,05.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Identificac&o e quantificacdo dos HPAs

As concentracdes dos HPAs extraidos de amostrasquigios

defumados estédo apresentadas na Tabela 2.



Tabela 2 Identificagéo e quantificacdo HPAs (ug)kg

A B C D E F G H [ J MEDIA
B(a)A - - - - - - - - - - -
Chy 2.30¢ 1112 226 1997 0534 1301 1.017 1.13¢ 1.339 0.846 1.308
5MeChy 2.268 1.343 1.897 249f 0404 1813 150f 1644 1.964 1.18 1.568
B()F - - - - - - - - - - -
B(b)F 0.719¢ 0.38% 0319 0.662 0.06Z 0027 0269 0438 0303 0.106 0.315
B(k)F 0.206 0.08% 0.052 0.28f 0.068 0.042 0.02f 0.08 0024 0.016 0.08
B[a]P 0278 0.1 0.07F 0.073 00F 0.049 0.065 0118 0.062 0.03% 0.08
D(a,)P  0.027 0.307 0.067 0.052 0.0286 0.044 0.042 0.048 0.06f 0.024 0.06
D(ah)p 0.068 08 0119 09 0.164 0.078 0.069 0.082 0.088 0.055 0.225
Indeno 1.46' - - - - 0.17% - 0.196 0.158 0.160 0.195
D(ae)P 0.324 0958 0.18f 0.832 045F 0565 0.149 0197 0.198¢ 0.118 0.369
D(A,i)P 0.78  0.004 0.418 0.108 - 0.10f 0.093 0.164 0.12% 0.060 0.017
D(a,h)P - - - - - - - - - - -
TOTAL 8.436  5.102 5.39 7406 1722 4191  3.226 41 4312568 3=46.458

Médias seguidas de mesma letra, na linha, sacsigudie si pelo teste de Tukey (p<0,05).

4
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O método proposto foi utilizado para identificamsltaneamente 13
HPAs das amostras de queijos do mercado, sendo 1Bpostos,
benzo(a)antraceno (B(a)A, benzo(j) fluoranteno )@B(¢ dibenzo(a,h)pireno
(D(a,h)P nao identificados em nenhuma das amodffégura 1). Dos
compostos identificados, estd o benzo[a]pireno JB[2= 0,08 pg.kd
composto marcador da presenca de HPAs cancerig€oosissdo Européia,
2006).

mV
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Figura 1 Cromatograma HPLC de uma das amostrasa®qg

Entre todas as amostras, destaca-se um alto imldisecompostos
Criseno (Chy) e 5MetilCriseno (5MeChy): € 1.308 pg.kg e £ = 1,568
ng.kgh) respectivamente, compostos cancerigenos qapattsaram os limites
da legislacdo europeia (Comissao Europeia, 2008)fpanulas para lactentes,
incluindo leite para bebés. H4 de se destacarta di@ legislacdo especifica
guanto as concentracbes de HPAs para leite e degya que dificulta um
embasamento técnico preciso. Além de apresentarawprigdades
cancerigenas, o (Chy) e o (5MeChy) possuem poienctagénicos e
teratogénicos. De Vos, (1990) também encontrou uto #&ndice de

contaminacdo pelo (Chy) (36 pgRgquando avaliou amostras de doces e



74

gelatinas, fato que foi considerado surpreend@ntgje até o momento nenhum
desses produtos era suspeito de conter altos wigéif\Ps

Pesquisadores identificaram e quantificaram HPAs/&rnos produtos,
como Silva et al, (2011), que avaliaram em rapad0r@4 — 4.03 pg.kY,
Lorenzo et al, (2011), em salsichas defumadas 1200g.kg"), Chung et al,
(2011), que encontraram 10,2pg'k@ra grelhados de carne suina e 0,80 j1g.kg
! para grelhados de carne bovina.

Ha de se observar uma discrepancia entre os aliise$s em carnes
defumadas e produtos a base de carnes defumadasiogse compara com as
amostras de queijos. Entretanto, devem-se considéeaencas na Composi¢cao
centesimal entre esses dois produtos, principakmemteor de gordura.

Avaliando a presencga dos 15 HPAs listados pelaousifiopeia (UE,
2005), Suchanova (2008) encontrou média de 0,1kgpigpara queijos
defumados sob processo industrial e teor 10 veza®rnpara queijos
defumados por processos caseiros. Algumas amd$imbsla 2) apresentaram
concentragdes de alguns HPAs mais elevadas queEastedas por esse autor.
O que pode ser justificado pela diferenca na nodbgib utilizada, uma vez
que, Suchanova, (2008) trabalhou com o queijo iategodendo ter havido
influéncia dos outros compostos do queijo no pezesalitico, enquanto que
os dados apresentados na (Tabela 2) originarara-apalise dos HPAs a partir
da gordura do queijo, ja que os HPAs apresentaatecdipofilico.

Naccari et al, (2011) avaliaram a presenca de HRBAs leites
submetidos a diferentes processos (cru, pasteorizagsterilizados), nos quais
foram identificados 8 HPAs [(Phe, Ant, Pyr, B(aYahy, B(k)F, B[a]P e B(g,
h.)P]. Foi observada maior contaminacdo nos leiesterilizados e
pasteurizados do que nos crus, provavelmente lgsfacdo da temperatura, que
contribui significativamente para a formacdo dessmspostos. Observou-se
também que houve diferenca nos teores dos HPAs reosteas de leites
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integrais e desnatados, onde amostras de leieggdid £E=7.753 ng/g de leite)
continham mais HPAs do que as amostras de leimmatitlosX=5.941 ng/g
de leite). Esse resultado atesta o caréter lipoftlios HPAs e fornece subsidios
para a metodologia utilizada no trabalho, justifid@ a analise a partir da
gordura do queijo, uma vez em que, a matriz estadgdeijo) é muito

complexa, podendo influenciar o processo analitico.

3.2 Relagdo HPAs em queijos maturados

Das amostras analisadas, tém-se queijos defumesls$ e queijos
defumados maturados. Na Figura 2 e Figura 3 var#fe a distribuicdo dos

HPAs em queijos frescos e defumados.

Concentragdo HPAs Queijos Frescos

noe

HPAS

Eixo X: 1: B[a]A, 2: Chy, 3: 5MeChy, 4: B(j)F, 5:(B)F, 6: B(k)F, 7: B[a]P, 8: D(a,i)P,
9: D(a,h)P, 10: Indeno, 11: D(a,e)P, 12: (a,i)Bel(a,h)P.
Figura 2 Relagcdo de HPAs presentes em amostrasegegyfrescos.
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Concentragio Queijos Curados

ncentragdo HPAS (jg/ka)

Col

T
0

3
HPAS

Eixo X: 1:B[a]A, 2: Chy, 3: 5MeChy, 4: B(j)F, 5: BJF, 6: B(k)F, 7: B[a]P, 8: D(a,i)P,
9: D(a,h)P, 10: Indeno, 11: D(a,e)P, 12: (a,i)Bel(a,h)P.
Figura 3 Relacdo de HPAs presentes em amostrasgegesymaturados.

Entre os queijos frescos e maturados, a distdlouigos HPAs néo
divergem, destacando-se a predominancia dos coosp@Shy) e (5MeChy),
indicando que ndo ha degradacdo desses compostastedwo periodo de
maturacao.

Destaca-se 0 alto indice de contaminagéo da anAstprovolone e de
forma cilindrica- resultado relevante, uma vez gudorma, bem como a
localizacdo do queijo na camara de defumacao émnterfa deposicdo dos HPAs
sobre a peca do queijo. Roseiro et al. (2011),iawdd a influéncia do
processamento de carne tradicional portuguesa fricbogrosso) também
chegou a concluséo que a contaminacdo dos HPAsi@m, dependendo da
localizacao e forma dos produtos.

A amostra F destacou-se pelo elevado teor dos astogp D(a,h)A e
D(a, e)P, compostos com alto indice de anéis caades, o que dificulta sua
biodegradacao, conforme afirma Silva, (2011). © pkso molecular também
infere diretamente na forma prejudicial a saldeoairrante salientar que essa
amostra refere-se ainda a queijo desidratado endatas. A desidratacdo pode

ser um fator da elevada concentragdo dos HPAsae#o rdo caréater lipofilico
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dos contaminantes. A forma (em rodelas) também éaton importante e que

gera o alto indice de contaminacao.

3.3 Relagédo HPAs em tipo de defumacéo

Na Figura 4 e na Figura 5 apresenta-se a digtébuidos HPAs,

conforme o tipo de defumacéo dos queijos.

C 30 Queijos Deft cdo Tr

oncentragdo HPAS (g/kg)
L0 18] 1] ]
-rT0ono»

[<

Eixo X: 1:B[a]A, 2: Chy, 3: 5MeChy, 4: B(j)F, 5: BJF, 6: B(k)F, 7: B[a]P, 8: D(a,i)P,
9: D(a,h)P, 10: Indeno, 11: D(a,e)P, 12: (a,i)Bel(a,h)P.
Figura 4 Relacdo de HPAs dos queijos defumadogsobesso tradicional.
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Concentragdo queijos defumagdo liquida

cnm

ntragio HPAs (pg/kg)

Conce:

7 8 9 10 1 2 13
HPAs

Eixo X: 1:B[a]A, 2: Chy, 3: 5MeChy, 4: B(j)F, 5: BJF, 6: B(k)F, 7: B[a]P, 8: D(a,i)P,

9: D(a,h)P, 10: Indeno, 11: D(a,e)P, 12: (a,i)Bel(a,h)P.

Figura 5 Relacédo de HPAs dos queijos defumadosmsobesso de defumacéo
liquida.

Observa-se que em ambos o0s processos de defurhegéie maior
contaminacao pelos compostos (Chy) e (5MeChy).

As amostras submetidas ao processo tradicionakeptaram-se mais
contaminadas e com maior distribuicdo dos HPAsisadds, destacando-se as
amostras A, B, C e D. Os aromatizantes séo, emnl, getaatos de fumaca
filtrada, que sdo separados do material resinagmonsavel pela formacao dos
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (STOLYHWCSHKORSKI, 2005).
Dessa forma, os aromatizantes de fumaca utilizadosbtencdo da fumaca
liguida passam previamente por processos de #irmg retendo,
consequentemente, parte dos HPASs.

Observa-se ainda que os indices de contaminacam grelcesso
tradicional de defumacdo podem acarretar em daBdsssa saude dos
consumidores, (INCA, 2011) uma vez que ndo ha untrage efetivo da
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formacgéo, bem como a deposi¢cdo dos HPAs nos podetfoimados, no caso,

0S queijos.
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4 CONCLUSAO

As amostras de queijos defumados encontram-saroorddas por 10
dos 13 HPAs analisado&+46.458u9.kg). N&o houve relacdo significativa
entre amostras de queijos de massa fresca e mmtwsallo destaque de
algumas amostras, pelos seus altos indices demtioaigfio por fatores como o
formato do queijo, por exemplo. Com relacdo aosreliftes tipos de processo
de defumacdo, ha maior contaminacdo de queijos efidoa ao processo
tradicional, comparado ao processo de defumacéafupiarca liquida.
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CAPITULO 5 Gradiente de migracdo de hidrocarbonetos policiclicos

aromaticos (HPAS) em queijos defumados comerciais
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RESUMO

O gradiente de migracdo de treze hidrocarbonetolcigicos
aromaticos (HPAS): (benzo(a)antraceno, criseno, ebleriseno,

benzo(j)fluoranteno, benzo(b)fluoranteno, benZb(&yanteno,
benzol[a]pireno, dibenzo(a,l)pireno, indeno(1,2@reno,
dibenzo(a,h)antraceno, dibenzo(a,e)pireno, dibanpifeno e

dibenzo(a,h)pireno) foi estudado na massa de gudgdumados sob fumacga
liquida. Para isso, extrairam-se os HPAs pelosestds cicloexano e N,N-
dimetilformamida-agua(9:1,v/v), purificando-os poromatografia de coluna
em silica-gel, concentrando-os em evaporador mdatéealizaram-se analise
cromatogréfica no sitema HPLC-FLD. Estes gradieriteam determinados
medindo-se a area do queijo e subdividindo-o enepaem direcdo ao seu
centro. Niveis relativamente mais altos foram etraolos na casca dos queijos,
em comparacdo com o interior da mas3@a £ 6.053, 0.981 ug.Ky
respectivamente). Houve efetivo gradiente de mégradps HPAs da periferia
para o centro dos queijos defumados; sendo que meggacdo ocorreu no
contrafluxo da gordura total do queijo.

Palavras-chave: Queijos defumados. Hidrocarbonptiigiclicos aromaticos
HPAs. Gradiente de migracdo. Cromatografia.
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1 INTRODUCAO

Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos, (HPAS), ngistem em
compostos caracterizados por possuirem dois ou m@aEs aromaticos
condensados. Esses compostos apresentam amplaudiat e sdo encontrados
como constituintes em todos 0s compartimentos art#ée (WHO, 1998,
2005).

Acredita-se que, no mecanismo de formacdo dos HRARjam
envolvidos dois processos distintos: a pirdlise @imssintese. Em altas
temperaturas, compostos organicos sdo convertidan@éculas pequenas nédo
estaveis (pir6lise). Essas e outros radicais semeimam para produzir
moléculas maiores e mais estaveis de HPAs (pitessin Apos a formagéo, os
HPAs podem sofrer reacBes pirossintéticas, as quijglam estruturas com
anéis altamente condensados (BETTIN; FRANCO, 20@@ndo assim, a
combustdo incompleta de matéria organica acabaosent das principais
fontes, seja ela natural seja de origem antropcddgi

Em alimentos, os HPAs podem estar presentes, siappluicdo de
solo, agua ou ar, seja pelo processamento qué estametido em processos de
defumacgéo, secagem, cozimentos etc (Akpambanda28i0®, Farhadian et al,
2010; Llobet, & Domingo, 2009).

A pesquisa de HPAs em alimentos aumentou sigrifenraente nos
ultimos anos, sendo encontrados em diversos tipadichentos, como cereais,
cafés, frutas, verduras, hortalicas, como em aliogerprocessados como
queijos, produtos carneos e alimentos semiproBEsEecificamente para queijo
defumado, as pesquisas apenas envolvem a idegdifiGaquantificacdo. Dessa
forma, nestetrabalho objetivou-se avaliar o gradiente de mi@wagdos HPAs
em queijos defumados em relagdo a sua massa, anolcurcompreender
possiveis interacdes desses compostos com possinsiituintes dos queijos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Foi escolhido um queijo provolone do Capitulo 3¢ qiteve um alto
indice de contaminacéo por HPAs e que passou paegso de defumacéo
tradicional. Em seguida, as pec¢as de queijos faalometidas ao processo de
pesagem, medicdo de suas dimensbes (Tabela 1l)e¢gss moletadas foram
subdivididas em trés fracBes (casca, terco médimterior) trituradas e
homogeneizadas, acondicionadas em recipientes ¢idamrsobrefrigeracéo
para posteriores analises.

Tabela 1 Caracteristicas dos queijos provolonentiefio curado submetidos ao
processo tradicional

Fracdes Diametro (cm) Tamanho casca (cm)
Total 8,3 0,7
Casca 1,3 0,7
Terco médio 3,3 -
Interior 3,7 -

2.2 Reagentes

Triton X-100 adquirido de CA§) (Brasil), tetrafosfato de sédio, obtido
de ISOFAR Ltda, (Brasil) alcool metilico, cicloexano, silged 60 (s), sulfato
de sodio anidro e N,Ndimetilformamida foram adqlds por VETE@ Ltda,
(Brasil). Acetonitrila adquirida de J.T. Bakg(Cidade do México, Méxica). A
agua utilizada foi destilada e purificada em sistévilli Q® Millipore Corp.
(Bedford, MA, USA). Padrées de HPAs foram adqusidia Supelcoinc. (St.
Louis, MO, EUA) (benzo(a)antraceno, criseno, beb¢h(oranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo[a]pireno, dibenzo(amyaeno e indeno(l,2,3-cd)
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pireno), Fluka (Munique, Alemanha) (benzo(j)fluoranteno, dibemtpireno,
dibenzo(ae)pireno e dibenzo(ah)pireno), Cambfidgetope Laboratories Inc.
(Andover, MA, EUA) (5-metilcriseno) e Chemservidac. (West Chester, PA,
EUA) (dibenzo [ai] pireno).

2.3 Preparo de solugdes

Utilizou-se detergente BDI, o qual foi preparadesdivendo-se 30 g de
Triton X-100 e 70 g de tetrafosfato de sédio (99r8%%), em 1000 mL de agua
destilada. A solucéo de sulfato de sédio 1% fdv@lada dissolvendo-se 1g de

sulfato de sodio em 100 mL de agua destilada.

2.4 Métodos

2.4.1 Caracterizacao fisico-quimica

Os parametros fisico-quimicos avaliados foram ptidlez, proteina
total, umidade, gordura, gordura no extrato secB)Ge extrato seco total
(EST), seguindo metodologia descrita por (AOAC, ®0Ms resultados de
gordura no extrato seco (GES) foram obtidos pelagip 1:

o Go rdura
ba Extrate Seco Total

%WGES = Equagéo 1

Para os valores umidade, utilizou-se a equacgao 2:

% Umidade = 100 — % EST Equacéo 2
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2.4.2 Analises hidrocarbonetos policiclicos arométbs

2.4.2.1 Extracao eClean-up

Os procedimentos de extracaclean-upforam baseados nos métodos
descritos por Badolato et al. (2006) e Tfouni & é&dw (2007), com
modificacdes.

A fase lipidica do queijo foi extraida pela técnim detergente-BDI
(ABREU, 1993). As amostras homogeneizadas (5ghfdransferidas para um
baldo volumétrico de 100 mL, juntamente com 10 ralddtergente-BDI. Apos
completa homogeneizacdo, a mistura foi aquecida bamho-maria por 5
minutos, seguida de novo aquecimento por periodboad! de 10 minutos. A
mistura foi novamente homogeneizada e centrifugadatrifuga de Gebg&y
por 1 minuto & 350 g. Para completa separac¢éo murgona parte superior do
baldo, adicionou-se metanol:agua (1:1, v/v), até gucamada de gordura
ficasse na parte média do gargalo do baldo. A midti colocada em banho-
maria a 70 °C por 5 minutos. Apos este perioddaelse a gordura com pipeta
de Pasteur. A gordura foi entdo transferida pacuemos frascos de vidro e
devidamente identificada.

Apés a extracdo da gordura, esta foi transferida famil de separacdo
e, assim extrairam-se os HPéam trés aliquotas de N, N-dimetilformamida-
agua (9:1, v/iv) (50, 25 e 25mL). Em seguida, 100 aelsolucédo a 1% de
sulfato de sddio foram adicionados ao extrato dontio funil de separacao e
re-extraido com 3 aliquotas de cicloexano (50335nL).

A solucdo final foi seca com sulfato de sédio amidseguida da
concentracdo em evaporador rotativo a 40 °C, pagaogvolume final fosse 5
mL. O extrato concentrado (5 mL) foi entdo purifioapor cromatografia de

coluna sobre gel de silica. A coluna de vidro (2000 mm) foi empacotada
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com 5 g de silicagel (15% de agua) e 1 g de sulfateddio anidro no topo. O
extrato concentrado (5mL) foi aplicado ao topo daa e eluida com 85 mL
de cicloexano. Os primeiros 10 mL foram descartadosma fracdo de 10-
85 mL foi novamente concentrada até cerca de 1mmlLegaporador rotativo a
40 °C e seco sob um fluxo de nitrogénio. Finalmemteesiduo foi dissolvido
em 2 mL de acetonitrila, filtrado em um filtro dgB-Im e analisado por CLAE

com deteccao por fluorescéncia.

2.4.2.2 Andlise HPLC

As andlises foram realizadas utlizando um aparetteo HPLC
Shimadzu (Kyoto, Japao) equipado com uma bombaQA&F2um amostrador
automatico SIL-20AT (injeccdo de volume de 20 plup forno de coluna
CTO-20A e um RF-10A xl detector de fluorescéncian{primento de onda de
excitagdo 268 nm e emissdo de comprimento de d@®laB). Os dados foram
adquiridos e processados com LC software solu¢&ooldna C18 (Vydac 201
TP54, 250 - 4,6 mm, tamanho da particula 5 um, &ydasperia, CA, EUA) a
30°C. A fase movel consistiu de acetonitrila 75256% de agua, a uma taxa de

fluxo de 1 mL mirt.

2.4.2.3 Identificacdo e quantificacdo HPAs

A identificacdo dos HAP foi realizada por compama¢ih tempo de
retencdo obtido pela injecdo dos padrdes nas masmdg;des. Os compostos
foram quantificados por padrdo externo. A soluctoepie padrdo misto com
HAP foi preparado em acetonitrila e armazenado'@, 4lurante 3 meses. A
partir dessa solucao, foi utilizado o método de rgadexterno para a

quantificacdo. Injecbes de solucdes padrdao de HPAaeetonitrilo foram
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utilizados para construir as regressdes lineastscfies de area de pico versus
concentracdo HPA). Para essa finalidade, oito sids concentracdo que
variam de 0,00025 para 0,0150/mL) foram usados. O limite de deteccédo
(LD) para cada HPA foi definida como a concentragdanalito que produziu

uma relacao sinal-ruido.
2.4.2.4 Relacao do teor de Hpas pelo teor de gordur

Para o célculo do teor de HPAs em relagédo ao egoddura utilizou-

se equacao 3:

HPAs (gordura) =2 HPA (ia/ks)

TeorGordura (Lhm/m)

Equacao 3

2.5 Andlises estatisticas

Efetuou-se a andlise de variancia (ANOVA) tant@apmacaracterizacdo
fisico-quimica, como para a identificagcéo e quarafdo dos HPAs nas fracdes
dos queijos e a comparacao entre as médias fiadalpelo teste de Tukey,
utilizando o software Statistica (Statistica5; Stat Soft Inc. Tulsa, OK, EUA),

sendo considerado o nivel de significancia de 5.0
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacgao fisico-quimica

Os dados referentes a caracterizacédo fisico-qaigds queijos estao
apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 Caracterizacao Fisico-Quimica de Queijos*

pH Acidez Pf;)é;llra Umidade Gordura GES EST

A 5,67 0,552 21,68 45.20 28.00 51.08 54,80
Al 5.6% 0.5532 21.6% 4456 27.67 48.70  56.82
A2 5.60 0.5502 21.6% 45.2F 27.45% 50.50 54.35
A3 5.58 0.530 21.57 45.2% 27.00 49.30 54.77

A = fragdo da amostra como todo, Al = fracdo callas fracdo terco médio, A3 =
fracéo interior
* Média de triplicatas.

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, sddiga&re si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

No geral, as composi¢cdes quimicas estdo dentroledislacdo
estabelecidas para o queijo tipo Provolone.

A amostra A3 para pH, acidez e proteina totaridifeignificativamente
para as demais amostras.

Para os valores de umidade, Al diferiu significatiente das demais
amostras, 0 que ja era esperado, pois se trateag@ofda casca. Os queijos
duros, como o provolone sao queijos que passanmuipotiongo periodo de
maturacao, possuindo, assim, um menor teor de dmida

Observa-se ainda que Al apresenta maior teor rdeirgoque as outras
fracOes (terco médio e interior), fato explicaddapdifusdo da gordura por
questbes de densidade para a casca somada a valemeses de umidade.
Quanto ao teor de gordura, todas as amostrasrdifegntre si, assim como o0s
valores para gordura no extrato seco (GES).
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3.2 Identificacao e quantificagcdo dos HPAs
As concentracfes dos HPAs estédo apresentadadek Ba

Tabela 3 Identificacdo e quantificacio HPAs (ug)kg

A Al A2 A3 MEDIA

B(a)A - - - - -
Chy 0.846 1.93% 0,0206 0.261 0.902
5MeChy 1.18 2.268 0.0296 0.359 1.143

B()F - - - - -
B(b)F 0.108 0.422 0.011f 0.109 0.235
B(K)F 0.016 0.024 0.00F 0.012 0.018
Bla]P 0.035 0.064 0.002 0.017 0.043
D(a,i)P 0.024 0.062 0.0005 0.01f 0.028
D(a,h)P 0.058 0.9% 0.0023 0.036 0.276
Indeno 0.160 - 0,013 0,14 0.222
D(a,e)P 0.116 0.167 0.003 0.036 0.100
D(A,i)P 0.060 0.16F 0.0017 - 0.090

D(a,h)P - - - - -

TOTAL 2.568 6.053 2.317 0.981 ¥=11.919

Médias seguidas de mesma letra, na linha, sdosiqerare si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

O método proposto foi utilizado para identificamgltaneamente 13
HPAs das amostras de queijos do mercado, dos Blaisompostos,
benzo(a)antraceno (B(a)A, benzo(j) fluoranteno )@B(¢ dibenzo(a,h)pireno
(D(a,h)P, néo foram identificados em nenhuma dasstas.

O benzo[a]pireno (B[a]JPyom média de 0,08 pg.kg, composto
marcador da presenca de HPAs cancerigenos (Regutlanda Comissao,
2006), esta presente em todas as fracBes, casca, edio e interior,
analisadas. Destacam-se ainda o alto indice dopasios Chy (0.902ug.Rye
5MeChy (1.143ug.K§, compostos cancerigenos, também encontrados em
destaque no Capitulo 2.

Na Figura 1 apresentam-se os dados relacionadograatiente de

migracdo dos HPAs nas amostras.
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Gradiente de Migragdo HPAs

B Casca
@ Intermédio
W Interior

Compostos HPAS

1, 14
Concentragio HPA (ig/kg)

Eixo Y: 1:B[a]A, 2: Chy, 3: 5MeChy, 4: B(j)F, 5: BJF, 6: B(k)F, 7: B[a]P, 8: D(a,i)P,

9: D(a,h)P, 10: Indeno, 11: D(a,e)P, 12: (a,i)Bel(a,h)P.

Figura 1 Taxa de gradiente de migracdo dos HPAgsetagdo a massa dos
gueijos.

Observa-se que houve efetiva migracdo dos HPAstodes os
compostos identificados, sendo em ordem decresgsntEasca, no terco médio
e interior £= 6.053; 2.317; 0.981 pg.kp respectivamente.

Na Tabela 4, estdo apresentados os dados refeamstésores de HPAs

na gordura dos queijos.

Tabela 4 HPAs na gordura

A Al A2 A3
B(a)A - - - -
Chy 0.03022 0.0699 0.0206 0.0097
5MeChy 0.04112 0.0820 0.0289 0.0133
B(j)F - - - -
B(b)F 0.00382 0.01582 0.011% 0.0040
B(K)F 0.00062 0.0009 0.0008 0.0004
B(a)P 0.00012 0.0002 0.0020 0.0006
D(a,i)P 0.00082 0.0022 0.0008 0.0004
D(a,h)P 0.00202 0.0343 0.0023 0.0013
Indeno 0.00572 - 0.0133 0.0052

“continua”
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Tabela 4 “concluséo”

A Al A2 A3
D(a,e)P 0.00412 0.0060 0.0030 0.0013
D(A,i)P 0.00212 0.0058 0.0017 -

D(a,h)P - -

Médias seguidas de mesma letra, na linha, s@osigeratre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Observa-se que houve migracdo dos HPas da perifarmassa para o
centro do queijo. A migracdo desses compostos fldliams, ocorreu inclusive
no contrafluxo da gordura (Tabelal), jA& que houvgragdo da gordura do
centro para a casca (Tabelal).

Ashraf e Salam (2012) avaliaram o teor, bem cdisiibui¢cdo de oito
HPAs: (Ant, B(a)A, B(e)P, B(b)F, B(k)F, B(a)P, Djah B(ghi)P), nas cascas e
ndcleos de vegetais como frutas, raizes e tubércéle raizes de legumes,
como batata e cenoura, apresentaram valores neaiades (11 pg.kh, em
comparacdo com 0s vegetais aéreos. Para os vegdtaisis, todas as cascas
foram consideradas mais contaminadas do que seleos.

Suchanova et al, (2008) investigaram a ocorréneids=dHPAs (Naph,
Ace, FIn, Phe, Ant, FIt, Pyr BJA, Chr, B)F, BK)F, B@P, DB@hA,
B(ghi)P e 1(1,2,3ed)P) em queijos defumados italianos submetidos a
defumacéo industrial e caseira. As concentracdesHi®As encontradas em
amostras defumadas sob processo industrial cotiratatavam em nivel de
0,11 pg.kg, ao passo que em queijos defumados caseirosy deddPAs foi
de até 10 vezes maior. Quantidades significativéeneriores de HPAs (até 3-
6 vezes) foram encontradas nas camadas supetfiermi€omparacdo com as
partes internas das amostras.

Sendo assim, fica comprovado que a concentacaHdlélas tende a ser
maior na superficie do material contaminado. Ha sde destacar que a
localizacdo da peca no defumador, bem como a falangeca em questao,
afetam diretamente a concentracdo final, indepdad@nte da origem da
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contaminacdo (ambiental ou processamentos, comagee; cozimento e

defumacéo (Meudec, et al. 2006).
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4 CONCLUSAO
Houve efetivo gradiente de migracdo dos HPAs d#eper para o

centro dos queijos defumados, sendo que essa digmprre no contrafluxo

da gordura, a qual tende a migrar do interior pgrariferia.
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CAPITULO 6 Geragédo de hidrocarbonetos policiclicosromaticos (HPAS)

em queijos submetidos a tosta em churrasqueira
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RESUMO

A geracdo de treze hidrocarbonetos policiclicoamat@os (HPAs:)
(benzo(a)antraceno, criseno, 5-metilcriseno, bg)flemranteno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzafefw, dibenzo(a,l)pireno,
indeno(1,2,3-c,d)pireno, dibenzo(a,h)antraceno, ertdib(a,e)pireno,
dibenzo(a,i)pireno e dibenzo(a,h)pireno) em quegalho submetidos a tosta
em churrasqueira convencional foi avaliada. Pa@ éxtraiu-se os HPAs pelos
solventes N,N-dimetilformamida-agua(9:1,v/v) e eitano, purificou-os por
cromatografia de coluna em silica-gel e concenttasa em evaporador
rotatorio. Realizou-se a analise cromatograficaistema HPLC-FLD. A tosta
foi realizada em churrasqueira convencional, comaso de carvdo vegetal
comercial. Nao foram identificados os compostoszbé)antraceno [B(a)A],
benzo(j)fluoranteno [B()F], Indeno(1,2,3-cd)pireno [indeno] e
dibenzo(a,h)pireno [D(a,h)P]. N&o houve contaminag&ima dos limites
permitidos, variando de 0.016 a 0.875 pg.kg

Palavras-chave: Queijos coalho. Hidrocarbonetasiptitos arométicos HPAs.
Tosta churrasqueira. Cromatografia.
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1 INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos sao amtgs amplamente
distribuidos pelo ambiente. S&o gerados pela cadbuscompleta de matéria
organica. Apés a formacdo, os HPAs podem sofredesapirossintéticas, as
quais originam estruturas com anéis altamente cmades (BETTIN;
FRANCO, 2005).

Nos Ultimos 10 anos, diversas agéncias e comitdsp @ Programa
Internacional de Quimica Segura, sigla em ingle€8), Comité Cientifico em
Alimentos (SCF) e Joint FAO/WHO Expert Committee Baod Additives
(JECFA), concluiram que 15 HPAs: (benzo(a)antraceittopenta(c,d)pireno,

criseno,5- metilcriseno, benzo(b)fluoranteno, bé@hthaoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzol[a]pireno, indeno(1,2¢8@ireno,
dibenzo(a,h)antraceno, benzo(g,h,i)perileno, dibenbpireno,

dibenzo(a,e)pireno, dibenzo(a,i)pireno, dibenzgféréno) demonstraram ser
carcinogénicos e/ou mutagénicos aos seres humanos.

Em alimentos, os HPAs podem estar presentes skjapphiicdo de
solo, agua ou ar, seja pelo processamento a quesuddmetidos, como
defumacgéo, secagem, cozimentos, etc (Akpambaraa2809, Farhadian et al,
2010). A tosta de queijos em churrasqueira é umadopotencial para a
aquisicdo de HPAs. Nesse caso, deve-se considemesgente habito de
consumo de queijo-coalho no Brasil, 0 qual é nameake submetido a tosta
em churrasqueiras.

O queijo-coalho é um queijo tipico brasileiro, cararacteristicas
especificas, como consisténcia semidura e elaséiglyra compacta e macia,
podendo apresentar algumas olhaduras. Apresentabr@mco amarelada

uniforme, sabor brando, ligeiramente acido, podesetosalgado, com aroma,
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também ligeiramente acido, que lembra massa d¢oqemagulada (BRASIL,
2001).

No Brasil, seu consumo esta distribuido pelas Rsgiorte, Nordeste
e Sudeste. Por ainda ndo apresentar um processmnjzado de fabricacéo,
acaba se adequando a regido e a forma de consuwtedadapresentando,
assim, diferencas quanto a composicao fisico-qaimiem como caracteristicas
sensoriais. No Nordeste, por exemplo, o queijoaidho é destinado tanto ao
consumo in natura como assado. Ja nos estadosgiEoR&udeste, o queijo-
coalho é comercializado exclusivamente sob a faten@speto para churrasco.

Dessa maneira objetivou-se neste trabalho aval@ntaminacdo dos

HPAs em queijos-coalho, assados em churrasqueirtecao/ao vegetal.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Foram coletadas pecas de queijos-coalho de trés thferentes (A1,
A2 e A3) em triplicatas no mercado da cidade derdsvMinas Gerais. As
pecas dos queijos foram devidamente acondicionadaansportadas para o
setor de Laticinios da Universidade Federal de dgvEm seguida, as pecas
foram submetidas ao processo de pesagem, medic&uade dimensdes e
acondicionadas sobrefrigeracdo. Uma porcdo das pedetadas foi triturada e
homogeneizada, acondicionada em recipientes e daastibrefrigeracdo para
posterior caracterizacao fisico-quimica, sendo starde das pecas mantidas
sobrefrigeracdo para determinacdo da formacéo BésH

Os queijos encontravam-se na forma retangular,dioransées médias
de 12,05 x 2cm, em espeto. Cada espeto tinha pédio ohe 56,08g.

2.2 Reagentes

Triton X-100 adquirido de CA§) (Brasil), tetrafosfato de sédio, obtido
de ISOFAR Ltda, (Brasil) alcool metilico, cicloexano, silge 60 (s), sulfato
de sodio anidro e N,Ndimetilformamida foram adqlds por VETE@ Ltda,
(Brasil). Acetonitrila adquirida de J.T. Bakg(Cidade do México, Méxica). A
agua utilizada foi destilada e purificada em sistévilli Q® Millipore Corp.
(Bedford, MA, USA). Padrdes de HPAs foram adqusidia Supelcdinc. (St.
Louis, MO, EUA) (benzo(a)antraceno, criseno, beb¢h(oranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo[a]pireno, dibenzo(amyaeno e indeno(l,2,3-cd)
pireno), Fluka (Munique, Alemanha) (benzo(j)fluoranteno, dibempireno,

dibenzo(ae)pireno e dibenzo(ah)pireno), Cambfidgetope Laboratories Inc.
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(Andover, MA, EUA) (5-metilcriseno) e Chemsenrvidac. (West Chester, PA,
EUA) (dibenzo [ai] pireno).

2.3 Preparo de solucdes

Utilizou-se detergente BDI, o qual foi preparadssdivendo-se 30g de
Triton X-100 e 70g de tetrafosfato de sodio (9978%), em 1000 mL de agua
destilada. A solucédo de sulfato de sédio 1% fdi@lada dissolvendo-se 1g de

sulfato de s6dio em 100 mL de agua destilada.

2.4 Métodos

2.4.1 Caracterizacao fisico-quimica

Os parametros fisico-quimicos avaliados foram ptidlez, proteina
total, umidade, gordura, gordura no extrato secB)Ge extrato seco total
(EST), seguindo metodologia descrita por (AOAC, 0Ms resultados de
gordura no extrato seco (GES) foram obtido pelaefio 1.

o gordura
U Extrate Seco Total

YbES = Equacéo 1

Para os valores umidade, utilizou-se a equacgao 2.

% Umidade = 100 — % EST Equacéo 2



111

2.4.2 Analises hidrocarbonetos policiclicos arométbs

2.4.2.1 Extracao eClean-up

Os procedimentos de extracdo ckean-up foram baseados pelos
métodos descritos por Badolato et al. (2006) e fiiféu Toledo (2007) com
modificacdes.

A fase lipidica do queijo foi extraida pela técnim detergente-BDI
(ABREU, 1993). As amostras homogeneizadas (5 @nidransferidas para um
baldo volumétrico de 100 mL, juntamente com 10mldeergente-BDI. Apds
completa homogeneizacdo a mistura foi aquecida emhdmaria por 5
minutos, seguida de novo aquecimento por periodiboad! de 10 minutos. A
mistura foi entdo novamente homogeneizada e cegddfa (centrifuga de
Geber) por 1 minuto, a 350 g. Para completa separda gordura na parte
superior do baldo, adicionou-se metanol:agua (@), até que a camada de
gordura ficasse na parte média do gargalo do ba@dmistura foi entédo
colocada em banho-maria a 70 °C por 5 minutos, apdguais coletou-se a
gordura com pipeta de Pasteur. A gordura foi texigd para pequenos frascos
de vidro e devidamente identificada.

Apés a extracdo da gordura, essa foi transferida fpail de separacdo
e assim extrairam-se os HP&sm trés aliquotas de N, N-dimetilformamida-
agua (9:1, viv) (50, 25 e 25mL). Em seguida ,100 aelsolu¢cédo a 1% de
sulfato de sodio foram adicionados ao extrato dontio funil de separacéo e
re-extraido com 3 aliquotas de cicloexano (50335)L).

A solucdo final foi seca com sulfato de sédio amidseguida da
concentracdo em evaporador rotativo a 40 °C, pagaogvolume final fosse 5
mL. O extrato concentrado (5mL) foi entdo purifioaoor cromatografia de
coluna sobre gel de silica. A coluna de vidro (2000 mm) foi empacotada
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com 5 g de silicagel (15% de agua) e 1 g de sulfateddio anidro no topo. O
extrato concentrado (5mL) foi aplicado ao topo darta e eluido com 85 mL
de ciclo-hexano. Os primeiros 10 mL foram descagaeé uma fracdo de 10-
85 mL foi novamente concentrada até cerca de 1mmlLegaporador rotativo a
40 ° C e seco sob um fluxo de nitrogénio. Finalmeaotresiduo foi dissolvido
em 2 mL de acetonitrila, filtrado através de urndide 0,45-Im e analisado por

CLAE, com deteccao por fluorescéncia.

2.4.2.2 Andlise HPLC

As andlises foram realizadas utilizando um aparetteo HPLC
Shimadzu (Kyoto, Japao) equipado com uma bombaQA&F2um amostrador
automatico SIL-20AT (injeccdo de volume de 20 plup forno de coluna
CTO-20A e um RF-10A xl detector de fluorescéncian{primento de onda de
268 nm e emissdo de comprimento de onda 368 nm)dddes foram
adquiridos e processados com LC software solu¢&ooldna C18 (Vydac 201
TP54, 250 - 4,6 mm, tamanho da particula 5 um, &ydasperia, CA, EUA) a
30°C. A fase movel consistiu de acetonitrila 75256% de agua, a uma taxa de

fluxo de 1 mL mirt.

2.4.2.3 Identificacdo e quantificacdo HPAs

A identificacdo dos HAP foi realizada por compama¢ih tempo de
retencdo obtido pela injecdo dos padrdes nas masmdg;des. Os compostos
foram quantificados por padrdo externo. A solucitoepie padrdo misto com
HAP foi preparado em acetonitrilA e armazenado®€ Adurante 3 meses. A
partir dessa solucao, foi utilizado o método de rgadexterno para a
quantificacdo. Injecbes de solucdes-padrédo de HPAaeetonitrila foram
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utilizadas para construir as regressoes lineaetacfres de area de pico versus
concentracdo HPA). Para essa finalidade, oito sids concentracdo que
variam de 0,00025 para 0,0150/mL) foram usados. O limite de deteccédo
(LD) para cada HPA foi definida como a concentragdanalito que produziu

uma relacao sinal-ruido de trés.

2.5 Andlises estatisticas

Efetuaram-se a analise de variancia (ANOVA) dosultados da
caracterizacao fisico quimica, bem como a ideajio e a quantificacdo dos
HPAs. A comparacdo entre as médias foi realizada fmste de Tukey,
utilizando o software Statistica (Statistica 5.@tSoft Inc. Tulsa, OK, EUA)),

sendo considerado o nivel de significancia de 5.0
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacgdo fisico-quimica queijo-coalho
O queijo-coalho no Brasil ndo apresenta legislagg®cifica quanto ao
padrdo de identidade e qualidade, resultando te dal padronizacdo em sua
elaboracdo. Na Tabela 1 estdo apresentados ostadesul quanto a

caracterizacao fisico-quimica dos queijos.

Tabela 1 Caracteriza¢do Fisico-Quimica Queijos

pH Acidez Pflpggra Umidade Gordura GES EST

Al 6,30 0.1262 23,82 46.83 13,00 24,45  531F
A2 6,42 0.1262 24,5% 46,57 13,06 2527 53,42
A3 6,28 0.126 23.89 46,48 14,00 26,15 5354

* Média de triplicatas.
Médias seguidas de mesma letra, na coluna, sadigasre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Os resultados para acidez ndo diferiram signifreatiente. A amostra
A2 diferiu significativamente para as analises Heefproteina total.

Para a analise de gordura, a amostra A3 diferiuddasais, ao passo
gue para o resultado de gordura no extrato sedastas amostras diferiram
significativamente.

A amostra Al diferiu significativamente para teods umidade e
estrato seco total.

Analisando os resultados da caracterizacao fisiémiga, observa-se a
nao padronizagdo da tecnologia de fabricacao dijoegp@alho, ressaltando que
as amostras representam uma mesma marca. Diamfatesha de se perceber a
fragilidade da fiscalizac@o para o cumprimento pirdimetros do Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ) especffara queijo coalho.
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3.2 ldentificacdo e quantificacdo dos HPAs

As concentracfes dos HPAs estdo apresentadadek Pa

Tabela 2 Identificacdo e quantificacio HPAs (ug)kg

Al A2 A3 MEDIA
B(a)A - - - -
Chy 0.824 0.256 0.886 0.655
5MeChy 1.224 0.334 1.067 0.875
B()F - - - -
B(b)F 0.274 0.096 0.234 0.201
B(K)F 0.016 0.016 0.016 0.016
B(a)P 0.047 0.02¢ 0.034 0.032
D(a,i)P 0.022 0.014 0.026 0.021
D(a,h)P 0.058 0.032 0.05% 0.048
Indeno - - - -
D(a,e)P 0.134 0.05¢ 0.112 0.099
D(A,)P 0.05¢ 0.056 0.052 0.051
D(a,h)P - - - -
TOTAL 2.644 0.868 2.482 ¥=5.994

Médias seguidas de mesma letra, na linha, sdosiqerare si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Os compostos B(a)A, B(j)F, Indeno e D(a,h)P naarfoidentificados.
O método utilizado permitiu identificar e quant#ic® compostos dispostos na
Tabela 2, destacando-se o alto indice de Chy e ByldResultado semelhante
encontrados nos capitulos 2 e 3.

O Chy e 5MeChy sdo compostos cancerigenos, cuj@éimtda ocorre
quando a temperatura de pirélise ¢é alta (De Vd@0)lResultados semelhantes
foram observados por Naccari, et al. (2011), quam@diaram a presenca de
HPAs em leite submetidos a diferentes processamento

Com excecao do composto B(b)F, todos os demaisastopavaliados
indicaram baixa contaminacao (Figura 1), ndo atithgios niveis da legislacao
europeia para férmulas para lactentes, que inclleite para bebés
(Regulamento da Comisséo, 2006).
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Figura 1 Cromatograma HPLC de uma das amostrasa®qg

Ha de se ressaltar que a deposicdo dos HPAs ggraldomsta pode ter
sido afetada pela disposicdo dos queijos na chapahdrrasqueira e pela
auséncia de uniformidade para a exposi¢éo a fumaca.
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4 CONCLUSAO

Foi possivel identificar e quantificar HPAs em ¢o®i coalho
submetidos a tosta em churrasqueira com carvaaale@ms 13 compostos
identificados pelo método utilizado, nove foramniifecados e quantificados,
destacando-se 0 Chy e 5-MeChy (0,655 e 0.83%g" respectivamente),

embora ndo tendo atingido os limites propostoslpgialacéo europeia.
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CAPITULO 7 Consideracéo geral
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1 CONCLUSAO GERAL

a)

b)

c)

d)

e)

Dos queijos analisados todos se apresentaram doa@os pela
presenca dos 10 dos 13 (HPAs) avaliados.

N&o houve relagao significativa entre a presengaHi®As e o tipo
de massa dos queijos (fresca ou maturada).

Houve maior contaminacdo pelos HPAs em queijos stilos
pelo processo de defumacdo tradicional em comparagss
gueijos submetidos a defumacao por fumaca liquida.
Verificou-se o gradiente de migracdo dos HPAs ddepia para o
centro dos queijos defumados, sendo que essa @igoaprre No
contra fluxo da gordura, a qual tende a migrarrderior para a
periferia.

Foi possivel identificar e quantificar HPAs em goicoalho
submetidos a tosta em churrasqueira com carvéddalegenbora
nao tendo atingido os limites propostos pela lagé&b europeia.



