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CHLOROPROPANOLS AND GLYCIDYL ESTERS IN FOODS. Chloropropanols are a well-known group of food processing
contaminants. They are formed through the reaction between lipids and chlorides when submitted to thermal treatment, and can be

found in free and bound form. Although free chloropropanols were identified around 30 years ago, the occurrence of bound forms,

especially 3-MCPD, and glycidyl fatty acid esters, has only recently been reported in several food products. Dietary exposure to

these ester-bound compounds has been considered a priority food safety issue since free forms can be potentially released through

the action of gut lipases, representing a major toxicological concern.
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INTRODUCAO

A formac@o de compostos téxicos durante o processamento de
alimentos tem sido considerada uma importante questio em relacio
a seguranca alimentar. Estes compostos, que ndo sdo detectados
na matéria-prima, podem ser formados por reagdes quimicas entre
substancias naturalmente presentes e/ou adicionadas aos alimentos,
durante processos envolvendo a utilizacdo de altas temperaturas,
fermentagdo, hidrdlise e defumac@o, entre outros. A preocupacio
associada a ocorréncia de tais contaminantes na dieta se justifica pelos
riscos que eles podem representar a saide do consumidor, uma vez
que muitos deles sdo considerados possiveis ou provdveis agentes
carcindgenos em seres humanos.!

Embora a exposi¢do humana a estas substincias esteja ocorren-
do hd algumas geragdes, sua presenca em alimentos comegou a ser
descoberta somente por volta de 1960. Alguns exemplos incluem a
identificagc@o de N-nitrosaminas em peixes e carnes curadas, de ami-
nas heterociclicas em carnes e peixes grelhados e de cloropropanéis,
entre eles o 3-monocloropropano-1,2-diol (3-MCPD), em proteina
vegetal hidrolisada.>* Na dltima década, esta classe de contaminantes
recebeu uma atengdo ainda maior, devido a descoberta da formagao
de acrilamida e furano durante o tratamento térmico de uma grande
variedade de alimentos que sio regularmente consumidos pela popu-
lacdo.>¢ Adicional interesse por estes compostos foi despertado apds
adetec¢do de altos niveis de 3-MCPD ligado a dcidos graxos (ésteres
de 3-MCPD) em diversos alimentos processados.’

A presenca de ésteres de 3-MCPD em alimentos levantou uma
preocupacdo imediata na comunidade cientifica mundial devido a
possibilidade destes compostos representarem uma fonte adicional
de exposi¢do ao 3-MCPD, até entdo néio conhecida, caso fossem
hidrolisados pelas enzimas do sistema digestivo humano.®!! Esta
preocupacao justifica-se pelo fato de que o 3-MCPD tem mostrado
propriedades nefrotoxicas bem como capacidade de afetar a fertili-
dade e de induzir cAncer em experimentos realizados com animais.'?

Em um estudo preliminar realizado na Alemanha , considerando-
-se os niveis de ésteres de 3-MCPD encontrados em alimentos e assu-
mindo que 100% destes ésteres sdo hidrolisados durante a digestao,
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foi possivel verificar que a exposi¢do da populagio adulta ao 3-MCPD
poderia ultrapassar em até cinco vezes o valor da ingestdo didria
maxima tolerdvel proviséria (PMTDI) de 2 pg/kg de peso corpdreo
(pc) estabelecida atualmente para este composto, sugerindo um risco
potencial a satide. Utilizando o mesmo principio para a populagio
infantil, os resultados obtidos foram ainda mais preocupantes,
mostrando que a PMTDI poderia ser ultrapassada em até 20 vezes.?

As informagdes disponiveis sobre a ocorréncia de ésteres
de 3-MCPD e de outros cloropropandis em alimentos ainda sio
limitadas, mas progressos significativos tém sido alcangados nos
ultimos anos em relagdo ao aperfeicoamento de métodos analiticos,
aelucidacdo dos principais mecanismos de formacao, a identificagio
das principais fontes de exposicdo na dieta, ao desenvolvimento de
estratégias que minimizem sua formacdo e a avaliacido do seu po-
tencial téxico bem como dos riscos que podem representar a saide
humana. Esta revisdo apresenta os aspectos relevantes de estudos
que t€m contribuido para os avangos do conhecimento relacionado
a presenga destes compostos em alimentos. Consideracdes sobre as
recentes descobertas da formagao de ésteres de glicidol também sio
apresentadas.

CLOROPROPANOIS E SEUS ESTERES

O termo cloropropandis € utilizado para definir um grupo de
contaminantes quimicos derivados do glicerol, caracterizados estru-
turalmente por dlcoois e didis de trés carbonos ligados a um ou dois
dtomos de cloro."® Diferentes compostos, entre eles monocloropro-
panodidis (MCPDs) e dicloropropanéis (DCPs), foram identificados
como contaminantes de proteina vegetal hidrolisada por dcido clori-
drico (PVH dcida) hd aproximadamente 30 anos.*'*!* Nestes estudos,
observou-se que o 3-MCPD era o cloropropanol encontrado em maior
abundancia, seguido pelo 2-monocloropropano-1,3-diol (2-MCPD),
2,3-dicloropropan-1-ol (2,3-DCP) e 1,3-dicloropropan-2-ol (1,3-
DCP), em concentragdes relativas de 10, 1 e 0,1%, respectivamente.
Posteriormente, foi observado que o 2,3-DCP e o 3-MCPD s@o en-
contrados como misturas racémicas de seus (R)- € (S)-enantidmeros.'*

Os ésteres de cloropropandis correspondem a estruturas de
cloropropandis nas quais grupos hidroxilas estdo esterificados com
dcidos graxos. Similarmente aos cloropropandis, seus €steres podem
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ser classificados em ésteres de MCPD e ésteres de DCP, dependendo
do niimero de 4tomos de cloro da molécula. Esteres de MCPD podem
ser divididos em ésteres de 3-MCPD e ésteres de 2-MCPD, enquanto
que ésteres de DCP podem ser divididos em ésteres de 2,3-DCP e
ésteres de 1,3-DCP, de acordo com a posi¢ao do cloro na molécula.
Esteres de 3-MCPD e de 2-MCPD podem ainda ser subdivididos
em monoésteres e diésteres, dependendo do grau de esterificagido
dos grupos hidroxilas da molécula (parcial ou total). No caso dos
monoésteres de 3-MCPD, estes ainda podem ser separados em 1- e
2-monoésteres de 3-MCPD, conforme a posicdo da cadeia de dcido
graxo.'” A Tabela 1 mostra as estruturas quimicas de cloropropandis
e de seus ésteres.

Tabela 1. Estruturas quimicas dos cloropropandis e seus ésteres

Cloropropandis  Esteres de cloropropandis
[e) o
Vi VA
CH, —OH CH,—0 —C—R CH,—O0 —C—R CH,—OH
o)
| | b I i
CllH*OH CH—0 —C=R CH—OH CH—0 —C=R
CH,—Cl CHa—Cl CH,—Cl CH,—Cl
3-monocloropropano-1,2-diol 5 . .
(3-MCPD) Diéster de 3-MCPD 1-monoéster de 3-MCPD  2-monoéster de 3-MCPD
¢} o
Vi Vi
CH, —OH CH,—0O —C—R CH,—0O —C—R
CH-Cl CH—Cl o CH—Cl
CH,—OH CH,—o—c’Rr CH,—OH
2-monocloropropano-1,3-diol  Djgster de 2-MCPD Monoéster de 2-MCPD
(2-MCPD)
¢
V]
CH,—OH CH,—0O —C—R
CH—Cl CH-Cl
CH,—Cl CH, —Cl
2,3-dicloropropan-1-ol Ester de 2,3-DCP
(23-DCP)
CH,—Cl CH—Cl
| Vi
CH—OH CH—-O0—-C—R
CH,—Cl CH,—Cl
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R = grupo alquila.

As pesquisas relacionadas aos ésteres de cloropropanéis em ali-
mentos tém sido focadas na ocorréncia de ésteres de 3-MCPD, devido
a sua maior abundancia. Dados preliminares disponiveis sobre ésteres
de outros cloropropandis indicam que ésteres de 2-MCPD podem
estar presentes em quantidades inferiores as de ésteres de 3-MCPD,
enquanto que ésteres de 1,3-DCP nao tém sido detectados.'®%

ASPECTOS TOXICOLOGICOS
Hidrdlise, absorcao e metabolismo

Até o presente, a preocupacao primdria em relag@o a presenga de
ésteres de cloropropandis em alimentos tem sido a libera¢@o potencial
de suas formas livres pela a acdo de enzimas do sistema digestivo
humano. Hamlet e Sadd"® foram os primeiros a demonstrar que ésteres
de 3-MCPD e 2-MCPD presentes em pao poderiam ser hidrolisados
por lipase produzida a partir de Aspergillus oryzea, liberando seus
respectivos cloropropandis.

Resultados preliminares obtidos por Seefelder e colaboradores?!
utilizando um sistema modelo intestinal que simulava as condi¢des
do intestino de mamiferos também indicaram que ésteres de 3-MCPD
podem ser substratos de lipases, liberando 3-MCPD. De acordo com
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estes autores, o uso de lipase pancredtica na presenca de extrato de
bile suina resultou em mais de 95% de monoésteres de 3-MCPD hi-
drolisados em 1 minuto, enquanto que 95% de diésteres de 3-MCPD
foram hidrolisados em 90 minutos.

Evidéncias adicionais de que monoésteres de 3-MCPD sao hi-
drolisados em 3-MCPD foram demonstradas em estudos in vitro uti-
lizando células CaCo-2 como sistema modelo de intestino humano.?
A hidrdlise observada na presenca das células CaCo-2 apds 24 horas
foi atribuida a presenca de lipases celulares, como fosfolipases Al
extra-celulares, ja que lipases pancredticas ndo foram utilizadas nos
experimentos. Entretanto, estas evidéncias ndo foram observadas no
caso de diésteres de 3-MCPD. Segundo os autores, estes compostos
foram diretamente absorvidos e metabolizados pelo sistema utilizado
sem serem previamente hidrolisados.

De acordo com Seefelder e colaboradores,?' os mecanismos pelos
quais os ésteres de 3-MCPD sdo digeridos e absorvidos no corpo
humano podem ser comparaveis aqueles aplicados aos acilglicerdis,
uma vez que os compostos sao estruturalmente similares e mostram
sensibilidades compativeis em relacdo a acdo de lipases. In vivo, os
acilglicerdis ingeridos ndo sdo absorvidos em sua forma original
devido a acdo de lipases do sistema digestivo. Lipases pancredticas,
com maior afinidade pelas posicdes sn-1 e sn-3, liberam dcidos graxos
livres e glicerol a partir de 1- e 3-monoacilglicerdis (MAGs), enquanto
que triacilglicerdis (TAGs) sdo convertidos em dcidos graxos livres e
2-MAGs. Ao atingirem a mucosa celular, os 2-MAGs sdo diretamente
absorvidos pelos enterdcitos, re-esterificados por aciltransferases
celulares e entéo incorporados as particulas de lipoproteinas.?***

Assumindo um metabolismo similar para os ésteres de 3-MCPD,
lipases pancredticas poderiam favorecer a hidrélise da posi¢ao sn-1
de 1-monoésteres e diésteres de 3-MCPD, liberando 3-MCPD livre
e 2-monoésteres de 3-MCPD, respectivamente. Os 2-monoésteres
de 3-MCPD seriam entdo diretamente absorvidos pelos enterdcitos,
re-esterificados e incorporados as lipoproteinas, podendo ser dessa
forma depositados em tecido adiposo.?! Estas observagdes suportam
os resultados relatados por Buhrke e colaboradores,” que sugeriram
a absorgio direta de diésteres de 3-MCPD em estudos in vitro utili-
zando células CaCo-2.

Com base nestas informagdes, seria possivel propor que somen-
te os 1-monoésteres de 3-MCPD poderiam representar uma fonte
adicional de exposi¢do ao 3-MCPD. Entretanto, estudos conduzidos
com roedores para avaliar a biodisponibilidade de 3-MCPD a partir de
3-MCPD-dipalmitato mostraram que a concentragio de metabdlitos
do composto livre excretados na urina a partir da administragdo do
éster foi de aproximadamente 70% quando comparada a concentragio
dos mesmos metabdlitos excretados apds a administragdo oral de
doses equimolares de 3-MCPD.* Resultados similares foram repor-
tados por Abraham e colaboradores,? o que sugere tanto a hidrélise
de diésteres in vivo quanto a significativa biodisponibilidade de
3-MCPD a partir de 3-MCPD-dipalmitato apés administragdo oral.

Toxicidade

Poucos dados sobre o potencial téxico dos ésteres de 3-MCPD
encontram-se disponiveis na literatura até o presente. Um estudo
conduzido durante 90 dias avaliou a toxicidade sub-cronica através
da administragdo de 3-MCPD-dipalmitato em doses de 9,78 a 156,75
mg/kg pc/dia a ratos de ambos os sexos.?® O éster avaliado induziu
alteracdes histopatoldgicas similares as observadas para o 3-MCPD.
Porém, a severidade dos efeitos observados foi menos acentuada,
indicando que a cinética da hidrélise pode ter um papel importante na
toxicidade dos compostos. Os 6rgios mais afetados foram os rins e os
testiculos, e a dose que provocou um aumento de 10% na incidéncia
dessas alteragdes (BMD, ) foi calculadaem 41,1 e 64,4 mg/kg pc/dia,
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respectivamente. O limite de confianca inferior desta dose (BMDL, )
foi estimado em 17,4 e 44,3 mg/kg pc/dia, respectivamente.

A toxicidade aguda de monoésteres e diésteres de 3-MCPD tam-
bém foi avaliada em ratos e camundongos.”* A dose que provocou
a morte de 50% da populagio (DL, foi estabelecida em 2676,8
mg/kg pc para o 3-MCPD-1-monopalmitato e acima de 5000 mg/kg
pc para o 3-MCPD-dipalmitato, o que sugere baixa toxicidade dos
compostos.? O estudo também confirmou que os rins e os testiculos
sdo os 6rgdos criticos para o desenvolvimento dos efeitos adversos.

Inibi¢do de proliferagdo celular e aumento de atividade da enzi-
ma lactato desidrogenase em células epiteliais renais NRK-52E de
ratos também foram observados de maneira dose-dependente apds a
administragdo de 3-MCPD-1-monopalmitato em concentragdes de
até 100 pg/mL, o que sugere evidéncias de citotoxicidade.?® Outros
autores também relataram o potencial citotéxico de monoésteres
de 3-MCPD.” Enquanto 3-MCPD-1-monopalmitato e 3-MCPD-1-
monoestearato mostraram toxicidade celular a 200000 ppm com 50%
de concentragio inibitéria (70000 e 31000 ppm, respectivamente),
0 3-MCPD-2-monooleato apresentou efeito téxico a 781 ppm (50%
de concentragdo inibitdria, 520 ppm), indicando que o tipo de dcido
graxo e sua posi¢do na molécula podem exercer influéncia significa-
tiva na toxicidade celular.”’ Diésteres de 3-MCPD néo apresentaram
evidéncias de citotoxicidade nas condi¢des experimentais testadas.?’-*

Por outro lado, o potencial téxico do 3-MCPD livre tem sido
bastante estudado.” O composto tem demonstrado nefrotoxicidade
e efeitos adversos na reproducdo em estudos conduzidos com ratos.
Evidéncias de carcinogenicidade foram verificadas em experimen-
tos realizados com animais apds a administra¢@o de altas doses de
3-MCPD (400 ppm) por um periodo de dois anos.*® Entretanto, o
desenvolvimento de tumores tem sido associado a um mecanismo nao
genotoxico. O 3-MCPD foi recentemente classificado pela Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) como possivel
carcinégeno humano (grupo 2B)."

De acordo com o Comité Cientifico de Alimentos da Comunidade
Européia (SCF)*! e o Comité Conjunto FAO/OMS de Especialistas
em Aditivos Alimentares (JECFA),*? o efeito mais sensivel provocado
pelo 3-MCPD foi hiperplasia tubular renal e a menor dose para a qual
se observou este efeito (LOEL) foi de 1,1 mg/kg pc/dia. Com base
nestas informacdes e considerando um fator de seguranca de 500, o
SCF estabeleceu uma ingestao didria tolerdvel (TDI) para 3-MCPD
de 2 pg/kg pc, sendo o mesmo valor definido pelo JECFA como
PMTDI. Em um estudo mais recente, Hwang e colaboradores*
estabeleceram uma BMDL , para hiperplasia tubular renal de
0,87 mg/kg pc/dia.

ESTERES DE 3-MCPD EM ALIMENTOS
Ocorréncia

A ocorréncia de formas ligadas de cloropropanéis em alimentos
foi levantada pela primeira vez por pesquisadores do Instituto de
Tecnologia Quimica de Praga, na Republica Tcheca, por volta de
1980.153435 Esteres de 3-MCPD e 1,3-DCP com 4cidos graxos foram
identificados em proteina vegetal hidrolisada e em sistemas modelos
compostos por dcido cloridrico e TAGs. Estes ésteres também foram
encontrados em 6leo de colza espanhol adulterado® e em leite de
cabra,”” mas nenhum outro estudo foi direcionado a esta questido
até Svejkovska e colaboradores’ reportarem, mais recentemente, a
presenca de altos niveis de ésteres de 3-MCPD em diversos alimentos
processados e ingredientes alimenticios.

De acordo com os autores, concentragdes entre 140 e 6100 pg/
kg foram encontradas em biscoito salgado, doughnuts (ou donuts),
crispbread, malte, arenque em conserva e batata frita, sendo que os
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niveis de ésteres de 3-MCPD excediam de 5 a 396 vezes os niveis
encontrados para a sua forma livre.” Esta descoberta desencadeou
uma série de investigagdes sobre a ocorréncia de ésteres de 3-MCPD
em outros alimentos e ingredientes, incluindo pao, 6leos vegetais,
café, substitutos de café e malte, e até¢ mesmo em leite materno
humano.!8-3%-4!

Entretanto, os resultados reportados por Zelinkova e colaborado-
res,* mostrando a ocorréncia de ésteres de 3-MCPD em dleos vegetais
refinados em concentracdes de até 2462 ug/kg, foram os que geraram
maior impacto e repercussio. Estudos posteriores confirmaram estas
informacdes e mostraram concentragdes ainda mais elevadas em
6leo de palma refinado e gorduras para fritura.*>** Em func@o destas
observagdes, grande parte das pesquisas sobre os ésteres de 3-MCPD
vem sendo conduzida com estes produtos.

A contaminagio de alimentos devido ao uso de gorduras e 6leos
refinados em suas formulacdes ou processos também foi confirmada
em diversos estudos, incluindo produtos como creamer para café,
chantilly, caldo em cubo, férmulas infantis e alimentos fritos. 19424445
A Tabela 2 mostra as concentragdes totais de ésteres de 3-MCPD
reportadas em alimentos e ingredientes alimenticios, segundo os
estudos disponiveis na literatura.

Considerando que a estrutura dos ésteres de 3-MCPD pode exer-
cer um papel determinante nos mecanismos de hidrélise e absorcdo, €
muito importante que suas contribuigdes relativas como monoésteres
e diésteres sejam avaliadas.*® Diversos estudos tém demonstrado
que os niveis de diésteres sdo superiores aos de monoésteres e que
as espécies predominantes dos compostos variam em fun¢do do tipo
de amostra.!??!3#414748 Em Gleo de palma, por exemplo, Yamazaki
e colaboradores*® reportaram 12940 pg/kg de diésteres e 1460 pg/
kg de monoésteres de 3-MCPD. Os principais tipos de diésteres
encontrados foram 3-MCPD-palmitato-oleato, 3-MCPD-dipalmitato
e 3-MCPD-dioleato.

Formacao

Em alimentos processados, a formagdo de ésteres de 3-MCPD
deve ocorrer pela reacdo entre lipideos e cloreto de sédio, assim como
observado para a forma livre do composto.*** Estudos realizados por
Svejkovska e colaboradores®' utilizando sistemas modelos aquecidos
a 100 °C durante 30 minutos mostraram que a formagao de ésteres
de 3-MCPD foi diretamente proporcional a concentragao de lipideos
e de sal, sendo que as maiores concentra¢des foram verificadas nos
experimentos contendo 20% de dgua. Os autores observaram também
que o aumento da temperatura de 100 a 230 °C provocou, simulta-
neamente, a formagao e a decomposicio dos compostos, e que altas
temperaturas associadas a longos tempos de aquecimento resultaram
nas maiores concentracdes de ésteres.

Em 6leos, a formacao de ésteres de 3-MCPD tem sido associada
a etapa de refino,***? que tem como objetivo a remogdo de impurezas
como 4cidos graxos livres, fosfolipideos, produtos de oxidagdo e
pigmentos, entre outros, as quais poderiam afetar a qualidade do
produto final. Esse processo pode ser feito: 1) fisicamente, no qual
os compostos indesejdveis sdo removidos por destilagdo através de
um processo baseado na grande diferenca de volatilidade entre os
dcidos graxos livres e o 6leo neutro;> ou 2) quimicamente, em que 0s
dcidos graxos livres sdo neutralizados por uma base (soda cdustica)
dando origem a um sabéo que é removido por separagio de fase.*?

O refino fisico € geralmente aplicado a 6leos com elevada acidez,
como o 6leo de palma, nos quais o refino quimico poderia ocasionar
grandes perdas de 6leo neutro.** Em algumas regides brasileiras, como
na Bahia, o 6leo de palma (ou 6leo de dend€, como € conhecido no
pais), também € consumido na sua forma bruta, ou seja, sem passar
pelo processo de refino. O 6leo bruto contém elevadas concentracdes
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Tabela 2. Concentragio total de ésteres de 3-MCPD em alimentos e ingre-
dientes alimenticios

. . Média Min — Max .
Alimento/Ingrediente (ng/ke) (ug/ke) Referéncia
Biscoito - 50-865 7,83,104
Cereal matinal - nd - 43 83, 104
Noodles 53 nd-210 104
Pao - nd-230 18,83, 104
Pao (miolo) 4.9 - 18
Pio (casca) 547 - 18
Pao (torrado) 160 - 18
Crispbread 420 - 7
Café torrado - nd - 390 7, 39, 83
Substitutos de café 721 145-1184 40
Malte - 4 -650 7, 40
Arenque em conserva 280 - 7
Améndoa e amendoim - 433-500 38
Leite materno (humano) 35,5 nd - 76 41
Gordura animal (ndo refinada) - <100-300 43
Oleo vegetal (ndo refinado) - <100 -400 38,42,43
Oleo vegetal refinado - <100 - 19000 20, 42, 43

Girassol - 100 - 2100 20, 38, 104
Milho - 120-470 20, 38, 83
Canola - <100 - 1000 20, 38, 83, 104
Soja - <100 - 1234 20, 38
Oliva - <300 - 2462 20, 38, 83
Oliva (bagago) - 1047 - 2332 38
Amendoim - 100-900 20, 83
Semente de uva 1200 390-2500 83
Coco - 200 - 1694 20,42
Gergelim 345 - 104
Palma - 1100 - 14400 20, 42, 48
Palmiste - 200 - 1400 20, 42
Margarina - 400 - 4500 439,104
Maionese - <150 - 1040 43
Gordura para fritura - 500 -5200 43
Calda e recheio de biscoitos - <100 - 7500 43
Creamer para café 385 130-730 42
Chantilly 359 50-730 42
Caldo em cubo 502 380-670 42
Sopa e molho (em po) 231 - 660 - 104
Férmula infantil - 62 -3300* 19, 43¢
Batata pré-frita - 27 - 64 44, 45
Batata frita - 37-6100 7,44,45,83
Batata chips - 22-2201 7,44,45,83
Frango empanado - 9-160 83
Doughnut 1210 - 7

“Resultados expressos em relag@o ao teor de gordura. nd = nao detectado.

de vitamina A, a qual desempenha um papel de extrema importancia
durante o desenvolvimento fetal.>

A formacdo dos ésteres de 3-MCPD durante o refino ocorre na
etapa de desodorizagdo, onde temperaturas acima de 200 °C sdo
utilizadas.**>” Tem sido demonstrado que o tipo de refino (quimico
ou fisico) e as condicdes utilizadas (tempo e temperatura) parecem
ndo exercer influéncia significativa nos niveis finais dos compostos.*’

Em alimentos fritos ou ricos em gordura, a presenga de ésteres de
3-MCPD tem sido atribuida ao uso do 6leo contaminado no processo
de fritura ou na formulagdo dos produtos.**>® Entretanto, a formagdo
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intrinseca também pode ser significativa em alimentos que contém
precursores potenciais de ésteres de 3-MCPD e que sdo submetidos
a altas temperaturas durante seu processamento.*’

O leite materno foi o tGnico alimento avaliado até o presente
que pode ser considerado naturalmente contaminado com ésteres de
3-MCPD. Estes resultados indicam que ésteres de 3-MCPD podem ser
absorvidos diretamente na sua forma ligada ou que 2-monoésteres de
3-MCPD liberados pela hidrélise de diésteres de 3-MCPD podem ser
absorvidos, re-esterificados e depositados nas glandulas mamarias.*

Mecanismos

Os principais mecanismos envolvidos na formagao de cloropro-
panois e de seus ésteres foram inicialmente estudados por Collier e
colaboradores® e recentemente revisados por alguns autores.>*¢!6?
De acordo com Rahn e Yaylayan,®' quatro mecanismos podem ser
propostos para explicar a formagdo destes compostos. Dois deles
envolvem o ataque nucleofilico direto dos dtomos de carbono da
estrutura do glicerol na molécula dos acilgliceréis pelo fon cloreto,
enquanto os outros dois envolvem a formagao de compostos reativos
intermedidrios a partir dos acilglicerdis, como um fon aciloxdnio ou
um epoxido, antes do ataque nucleofilico pelo {on cloreto. A Figura
1 apresenta um esquema resumido dos mecanismos propostos.
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Figura 1. Resumo dos mecanismos propostos para a formagdo de ésteres
de 3-MCPD de acordo com Rahn e Yaylayan® (a: ataque nucleofilico direto
na posi¢do sn-1; b: ataque nucleofilico direto na posi¢ao sn-3; c: ataque
nucleofilico do ion aciloxénio; d: ataque nucleofilico do epoxido)

O ataque nucleofilico direto pode ocorrer nas posicdes sn-1 e
sn-3, a depender do impedimento estérico dos dtomos de carbono
na molécula, deslocando um grupo éster ou um grupo hidroxila
e formando ésteres de 1- ou 3-MCPD. Em meio aquoso, a reacio
deve proceder mais rapidamente a partir de diacilgliceréis (DAGs) e
MAGs na presenca de 4cido, deslocando preferencialmente um grupo
hidroxila.®! Estudos conduzidos por Svejkovska e colaboradores®!
mostraram a substitui¢do nucleofilica direta de 1-monopalmitina
no grupo hidroxila (100 °C, 30 minutos), sendo que as maiores
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concentracdes de ésteres de 3-MCPD foram obtidas a partir deste
MAG, seguido por 1,3-dipalmitina e tripalmitina.

Evidéncias do envolvimento de um fon aciloxdnio na reacédo fo-
ram inicialmente levantadas por Collier e colaboradores.®” Em meio
aquoso, na presenca de dcido, foi demonstrado que fons aciloxdnios
eram formados a partir de DAGs originados apds a hidrélise de
TAGs.% Entretanto, Rahn e Yaylayan® mostraram mais recentemente,
por espectroscopia em infravermelho por transformada de Fourier,
que fons aciloxdnios podem ser formados em meio ndo aquoso
diretamente a partir de MAGs, DAGs e TAGs, através de ataque
nucleofilico interno da carbonila do grupo éster. O deslocamento do
grupo éster (no caso de DAGs e TAGs) levaria a formagdo de um fon
aciloxonio que posteriormente poderia ser convertido em diésteres
de 2- e 3-MCPD, enquanto que o deslocamento do grupo hidroxila
(no caso de DAGs e MAGs) levaria a formacdo de um {on aciloxdnio
que posteriormente poderia gerar monoésteres de 2- e 3-MCPD.

A formacao de ésteres de 3-MCPD por meio de epéxidos tem sido
demonstrada a partir de ésteres de glicidol. Nesse caso, a substituicao
nucleofilica pelo fon cloreto pode ocorrer no carbono estericamente
menos impedido provocando a abertura do anel do epéxido para
formar exclusivamente 1-monoésteres de 3-MCPD.®! MAGs e DAGs
tém sido considerados os principais precursores dos ésteres de glici-
dol, sendo estes tltimos originados por ataque nucleofilico interno
de DAGs ou a partir do fon aciloxénio gerado pelo deslocamento do
grupo hidroxila.6!¢

Precursores

Em relagdo aos precursores lipidicos, os altos niveis de ésteres
de 3-MCPD encontrados em 6leos obtidos a partir de frutos, como
palma e oliva, levantaram as primeiras suspeitas de que DAGs seriam
os principais precursores da reagdo, tendo em vista a contribuicio
desta classe de lipideos em comparac@o a outros tipos de matéria-
-prima.’**¢ O 6leo de palma, por exemplo, possui em sua composigéo
88-95% de TAGs, 4-12% de DAGs e 0,2-0,35% de MAGs, sendo que
o seu teor de acilglicerdis parciais (MAGs e DAGs) estd diretamente
relacionado ao tempo decorrente entre a colheita dos frutos e seu
processamento, por ser resultante da degradagdo dos TAGs através
da agdo de uma enzima hidrolitica presente no exterior do fruto.’3¢

Entretanto, tentativas de correlacionar os niveis de DAGs e ésteres
de 3-MCPD mostraram resultados controversos®” ¢’ e estudos mais
recentes conduzidos com sistemas modelos simulando o processo
de desodorizagdo de 6leo de palma demonstraram que, embora os
DAGs possam interagir com {ons cloreto e resultar na formacio de
ésteres de 3-MCPD, esta ndo deve ser a rota predominante da reagio.*

Destaillats e colaboradores® também verificaram que TAGs foram
0s substratos mais reativos na formacao de diésteres de 3-MCPD em
temperaturas acima de 150 °C. Considerando que o teor de TAGs
corresponde a aproximadamente 90% dos lipideos totais de 6leos
e que diésteres de 3-MCPD té€m sido reportados em concentragdes
significativamente superiores as de monoésteres, estes resultados
sugerem que esta pode ser a principal via de formagdo de ésteres de
3-MCPD em 6leos.

Em relacdo a fonte de cloreto, as hipéteses levantadas inicialmente
eram de que o fon pudesse estar presente no 6leo ou no vapor utiliza-
do no processo de desodorizacdo. Entretanto, investigagdes sobre o
teor de cloreto tanto em dleos (antes e apds a desodorizagdo) quanto
no vapor nio encontraram correla¢do com a formagao de ésteres de
3-MCPD.5>%%7 Novas evidéncias sobre a origem do cloreto mostra-
ram que diversas espécies de cloro organico e inorganico ligadas
covalentemente, resultantes do metabolismo enddgeno da planta e
da contaminagdo ambiental, podem estar presentes no 6leo de palma
bruto.® Experimentos in vitro indicaram uma alta correlagio entre a
decomposi¢do térmica de compostos clorados organicos/inorganicos
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e aformag@o de diésteres de 3-MCPD, e mostraram que o fon cloreto
envolvido na reacdo pode ter sido proveniente do 4cido cloridrico
gerado pela degradagio destes compostos. %

Métodos analiticos

Muitos esfor¢os tém sido direcionados ao desenvolvimento de
métodos analiticos para a determinacdo de ésteres de 3-MCPD.
Progressos significativos foram obtidos especialmente nos tltimos
quatro anos, como mostrado em uma detalhada revisdo recentemente
publicada por Crews e colaboradores.” As estratégias analiticas pro-
postas para a determinacdo destes compostos envolvem: 1) andlise
indireta, na qual a concentrag@o total dos ésteres de 3-MCPD € medida
como 3-MCPD livre, obtido apés um procedimento de hidrélise/
metandlise; 8213738717275 ¢ 2) andlise direta, na qual os ésteres de
3-MCPD sio identificados individualmente, 384147487678

Determinacdo indireta de ésteres de 3-MCPD

De maneira geral, os métodos baseados na andlise indireta de
ésteres de 3-MCPD incluem a adi¢do de padrdo interno a amostra,
hidrélise/metandlise, neutralizag¢do, remogao de ésteres metilicos de
dcidos graxos (FAMES) por salting-out, derivatizagdo do 3-MCPD
liberado com dcido fenilbordnico (PBA) e andlise por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS). A principal
vantagem destes métodos € a necessidade de um niimero pequeno
de padrdes analiticos, enquanto que as principais desvantagens sao
a impossibilidade de identificag¢@o dos tipos de ésteres presentes e o
grande nimero de etapas envolvidas no preparo da amostra, o que
pode tornar o procedimento longo e susceptivel a erros.”

A metandlise catalisada por dcido ou base (transesterificagio qui-
mica) tem sido utilizada na maior parte dos métodos descritos na lite-
ratura para a libera¢do de 3-MCPD a partir de seus ésteres.?37-38.71.72.73

O procedimento de metandlise catalisada por dcido foi inicialmen-
te proposto por Cerbulis e colaboradores®” e adaptado por Divinové e
colaboradores.”" De acordo com os autores, a liberagao de 3-MCPD
ocorre em 16 horas na presenga de uma solucdo de acido sulftirico
em metanol. Solugdes de bicarbonato de sddio e cloreto de sédio sdo
utilizadas para as etapas de neutralizagdo e salting-out, respectivamen-
te.’””! Diversas modifica¢des deste procedimento ja foram propostas,
incluindo a utilizacdo de sais livres de cloreto para o salting-out e de
heptafluorobutirilimidazol (HFBI) como agente de derivatizagdo.?""™
Estes métodos apresentam boa robustez, mas a principal desvantagem
¢é o tempo requerido para a etapa de transesterificagao.

A metandlise catalisada por base foi inicialmente sugerida por
WeiBhaar.”? Neste procedimento, o 3-MCPD € liberado de seus ésteres
em 10 minutos na presenca de uma solucdo de metéxido de sédio em
metanol. Solucdes de dcido acético glacial e cloreto de sédio sao utili-
zadas para as etapas de neutralizagdo e salting-out, respectivamente. O
método foi validado em um estudo colaborativo e entdo adotado pela
Sociedade Alemi de Pesquisa de Oleos e Gorduras como DGF C-1II
18 (09).8081 A significativa reducdo do tempo de transesterificagdo foi
apontada como a sua principal vantagem.

O desempenho de métodos indiretos baseados em transesterifica-
¢do quimica foi avaliado em dois ensaios de proficiéncia realizados
com 6leo de palma refinado.”*> Em ambos os casos, uma grande
variagao foi observada nos resultados submetidos pelos laboratdrios
participantes, indicando o impacto do método utilizado. Enquanto
os procedimentos baseados em transesterificagdo dcida produziram
resultados satisfatorios, valores superestimados foram observados
para os métodos que empregavam metandlise alcalina e salting-out
com solugdo de cloreto de sédio.

As discrepancias observadas foram atribuidas a presenca de
ésteres de glicidol em dleos refinados que, em condi¢des alcalinas,
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poderiam ser hidrolisados a glicidol. A superestimacio dos resultados
seria conseqiiéncia da formacao de 3-MCPD durante a andlise a partir
do glicidol na presenca de cloreto.®* Este método passou entdo por
diversas modificagdes, incluindo a realizacio de um pré-tratamento
com solucdo de dcido sulfiirico em propanol antes da transesterifi-
cacdo para destruicdo dos ésteres de glicidol e a utilizagdo de sais
livres de cloreto para o salting-out, mas seu desempenho ainda tem
sido questionado.™

Métodos baseados na hidrélise enzimatica dos ésteres de 3-MCPD
sdo apresentados como alternativas aos procedimentos que utilizam
a transesterificacdo quimica. O uso de lipase de diversas fontes tem
sido avaliado, entre elas aquelas obtidas de culturas de Aspergillus
oryzae, Candida rugosa e Candida antarctica."*™ Além da redugao
do tempo de andlise, a principal vantagem destacada € a manutencio
da integridade das moléculas, ja que nas condi¢des de hidrdlise a in-
terconversao entre o 3-MCPD e o glicidol ndo € favorecida. A adi¢io
de fons brometo antes da etapa de derivatizacdo com o PBA leva a
formagdo de 3-MBPD (3-monobromopropano-1,2-diol) a partir do
glicidol liberado, impedindo a formagdo de 3-MCPD pela reagdo com
os fons cloreto disponiveis. Apesar das vantagens destacadas, deve
ser considerada a possibilidade da formagao de MCPDs, catalisada
por lipase, a partir de triglicerideos contendo dcidos graxos de cadeia
curta, conforme exposto por Hamlet e Sadd.'®

Conforme destacado anteriormente, informagdes relacionadas a
natureza dos compostos individuais ndo podem ser obtidas na andlise
indireta de ésteres de 3-MCPD. De forma a suprir parcialmente esta
deficiéncia, Seefelder e colaboradores®' propuseram a separagio
de monoésteres e de diésteres por extracdo em fase sélida (SPE)
em cartuchos de aminopropil antes da etapa de transesterificacio,
permitindo assim a identificacdo e quantificagdo das fragdes totais
de cada espécie.

Determinagdo direta de ésteres de 3-MCPD

As discussdes em torno da confiabilidade dos resultados gera-
dos pelos procedimentos baseados em transesterificacdo/hidrdlise
motivaram o desenvolvimento de métodos analiticos diretos, de
forma a evitar a necessidade de reagdes quimicas durante o preparo
da amostra. Entre as principais vantagens destes procedimentos
destacam-se a maior simplicidade da andlise e o maior detalhamento
das informagdes obtidas, ao passo que a forte similaridade entre os
analitos e os constituintes da matriz (em particular MAGs e DAGs), a
necessidade de um grande nimero de padrdes analiticos e a limitada
aplicag@o como ensaios de rotina sdo apontadas como suas principais
desvantagens.™

Os métodos de andlise direta foram inicialmente baseados na
separagdo prévia de monoésteres e diésteres por cromatografia em
camada delgada ou em coluna aberta de silica gel, seguida pela andlise
dos compostos por GC-MS. ¥4 Estudos mais recentes t€ém mostrado
o grande potencial da cromatografia liquida de alta eficiéncia aco-
plada a espectrometria de massas (LC-MS) para a determinacéo dos
compostos individuais, empregando analisadores de massas do tipo
time of flight (TOF), orbitrap e triploquadrupolo (MS/MS).™ Alguns
autores propdem a injecao direta da amostra ap6s diluicdo em solvente
apropriado enquanto outros sugerem a utilizagéio de SPE em cartuchos
de silica, C18 e aminopropil para limpeza do extrato e separagdo das
fracdes correspondentes a monoésteres e diésteres. 487678

O desempenho de métodos diretos ainda ndo foi avaliado em
ensaios de proficiéncia. Entretanto, alguns autores tém comparado
os resultados obtidos por estes métodos aqueles gerados pelos proce-
dimentos indiretos.*”’* Quando a comparac@o foi feita considerando
dados obtidos por transesterificacio dcida, boa concordancia entre os
resultados foi observada.*’ Jd quando a comparagio envolveu o pro-
cedimento de metandlise alcalina descrito por WeiRhaar,”? resultados
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superestimados foram consistentemente reportados para o método
indireto, o que mais uma vez indica o impacto da técnica analitica
na determinagdo da concentracdo dos compostos.”®

Estimativa de ingestao e avaliacao do risco

Estudos preliminares tém estimado a ingestio de 3-MCPD a partir
de seus ésteres, considerando a hidrélise completa destes compostos.
Com base nesse principio, o Instituto Federal Alemao para Avaliacio
do Risco (BfR)® estimou que a ingestdo de 3-MCPD para adultos
através do consumo de 6leos e gorduras vegetais poderia chegar a
até cinco vezes o valor da PMTDI de 2 pg/kg pc estabelecida pelo
JECFA, considerando o nivel mais alto de ésteres de 3-MCPD en-
contrado nesses produtos. Entretanto, um estudo conduzido em Hong
Kong mostrou que a ingestao destes compostos corresponde de 0,7 a
26% da PMTDI, considerando tanto grandes e médios consumidores
quanto o consumo de alimentos processados e de dleos e gorduras.*

Para criangas alimentadas com férmulas infantis, o BfR® estimou
que a ingestdo de 3-MCPD poderia corresponder de 3,6 a 20 vezes o
valor da PMTDI, utilizando os niveis minimo e maximo de ésteres de
3-MCPD encontrados nas amostras. Com base no mesmo principio,
Zelinkovd e colaboradores'® estimaram que a ingestao de 3-MCPD
devido a presenca de seus €steres em féormulas infantis poderia chegar
a até 8,2 vezes o valor da PMTDI.

Considerando a alta biodisponibilidade do 3-MCPD verificada em
alguns estudos ap6s administragio oral de 3-MCPD-dipalmitato*-*
e a indicag¢do de que diésteres estdo presentes em concentracdes
superiores as de monoésteres,'**#4! estes dados iniciais sugerem
que a ocorréncia de ésteres de 3-MCPD em alimentos pode estar
associada a riscos significativos a saide humana.

Desde 2009, o Comité do Codex sobre Contaminantes em
Alimentos (CCCF) tém solicitado uma avaliacdo toxicoldgica
completa dos ésteres de 3-MCPD ao JECFA.*#" Entretanto, como
informacdes importantes estdo sendo recentemente disponibilizadas,
0 JECFA ainda ndo fez a solicitagcdo dos dados. Diante de tais evidén-
cias, € altamente recomendavel que estratégias de mitigacdo sejam
desenvolvidas de forma a diminuir a exposi¢ao dos consumidores a
estes compostos.

Mitigacao

Os estudos relacionados ao desenvolvimento de estratégias de
mitigacdo de ésteres de 3-MCPD tém sido focados na redugdo da
contaminacdo de 6leos e gorduras, especialmente de 6leo de palma.
De maneira geral, trés estratégias independentes tém sido inves-
tigadas: 1) remocdo dos precursores potenciais; 2) modificacdes
dos parametros de processamento; e 3) degradagdo ou remog¢ao dos
compostos do produto final.>*%

Considerando a remogao dos possiveis precursores, resultados
promissores tém sido obtidos com a inclusdo de uma etapa de
lavagem do 6leo bruto com solug@o aquosa contendo etanol, antes
da desodorizagdo.®# Este processo foi associado a remogdo de
compostos clorados organicos e mostrou redugdes de aproxima-
damente 30% nos niveis finais de ésteres de 3-MCPD. A lavagem
da polpa da fruta da palma antes da extracdo do 6leo produziu
resultados ainda mais satisfatorios, em torno de 95% de reducio
de diésteres de 3-MCPD.*

Em rela¢@o ao processo de desodorizagio (que geralmente € reali-
zado de 230 a 260 °C), pouco sucesso deve ser conseguido através de
modificacdes no perfil de tempo/temperatura desta etapa.> Além de
Hrncirik e Van Duijn® verificarem que os niveis de ésteres de 3-MCPD
em 6leo de palma refinado foram independentes das condigdes de
desodorizagdo, Franke e colaboradores,” assim como Destaillats e



1412 Arisseto et al.

colaboradores,®® mostraram que a formacdo dos compostos pode
ocorrer inclusive a 200 °C.

Por outro lado, a adi¢@o de 1% de glicerol ou etanol ao 6leo antes
da desodorizac@o resultou em reducdes de 25 a 35%.% Alteragdes
em outras etapas do refino, incluindo degomagem, neutralizagdo e
clarificacdo, também podem reduzir a capacidade de formacdo de
ésteres de 3-MCPD.527# Bons resultados foram obtidos apds de-
gomagem aquosa e clarifica¢io com silicato de magnésio sintético®’
ou argila natural.®

Estudos sobre a decomposigao de ésteres de 3-MCPD em sistemas
modelos simulando alimentos processados demonstraram que estes
compostos sdo instdveis e se decompde sob aquecimento. A taxa de
decomposi¢do do 3-MCPD-dipalmitato aumentou rapidamente com
o aumento da temperatura de 100 a 230 °C.>' A remocao enzimdtica
de ésteres de 3-MCPD no produto final também foi demonstrada
em sistemas modelos através da utilizacdo de lipase de Candida
antarctica para a liberacdo de 3-MCPD e de sua posterior conversiao
a glicerol pela agdo de diferentes enzimas.”’ O emprego de adsor-
ventes inorganicos para a remogao dos compostos do 6leo refinado
ndo mostrou resultados significativos.”

ESTERES DE GLICIDOL

O atual interesse nos ésteres de glicidol surgiu devido as discre-
pancias observadas entre os resultados obtidos por meio de métodos
de andlise indiretos, conforme discutido anteriormente na sec¢io
4.3.1. Estes ésteres correspondem as formas ligadas do glicidol, um
composto organico caracterizado estruturalmente por uma molécula
de glicerol contendo os grupos funcionais ep6xido e dlcool, nas quais
a hidroxila se encontra esterificada com um 4cido graxo (Figura 2).
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Figura 2. Estrutura quimica do glicidol e seus ésteres. R = grupo alquila

Esta descoberta também despertou grande preocupacio do ponto
de vista toxicoldgico, ja que estes compostos podem representar uma
fonte importante de glicidol na dieta caso sejam hidrolisados durante
o processo digestivo.'! A exposicdo ao glicidol € preocupante devido
as suas propriedades genotdxica e carcinogénica verificadas em
experimentos com animais.”*** Além disso, o glicidol € classificado
pela IARC como uma substancia provavelmente carcinogénica para
seres humanos (grupo 2A).%

Estudos recentemente conduzidos com sistemas modelos gas-
trointestinais demonstraram que os ésteres de glicidol podem ser
substratos de lipases e, consequentemente, liberar glicidol durante
a digestdo, porém esta etapa parece depender diretamente do pH do
meio.”® No entanto, ainda ndo existem dados experimentais relacio-
nados a biodisponibilidade do composto livre quando ingerido na
forma esterificada.”’

Os ésteres de glicidol tém sido encontrados em quantidades re-
lativamente elevadas em 6leos vegetais e gorduras refinadas, assim
como na maioria dos produtos contendo estes ingredientes, incluindo
férmulas infantis.” A Tabela 3 apresenta as concentragdes reportadas
nos estudos disponiveis até€ o presente. O 6leo de palma refinado
estd entre os produtos que contém os niveis mais elevados, podendo
apresentar concentragdes de até 10000 pg/kg.”

De acordo com a literatura, a formacao destes contaminantes tam-
bém ocorre durante o refino de 6leos e gorduras vegetais. Entretanto,
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Tabela 3. Concentracdo de ésteres de glicidol em alimentos e ingredientes
(adaptado de Crews e colaboradores)”

Alimento/Ingrediente Min — Max (ug/kg) Referéncia
Gordura animal (ndo refinada) <100 43

Oleo vegetal nao refinado <100 20, 43
Oleo vegetal refinado <150 - 4100 20, 43,76
Oleo de palma 300 - 10000 20, 105

400 - 15600 76
3000 - 28000 105
<150 - 10700 43
<150 - 5000 43°
<150 - 330 43¢
<150 - 3000 43¢

Oleina de palma
Oleo de cozimento
Gordura para fritura
Margarina
Maionese

Férmula infantil

“Resultados expressos em relacao ao teor de gordura.

ao contrdrio dos ésteres de 3-MCPD, a reaco parece ser fortemente
influenciada pelas condi¢des de desodorizacio e pela concentragio
de DAGS.52’57’98'99

Em relag@o as condi¢des de desodorizagdo, Craft e colabora-
dores”® observaram que a formagéo de ésteres de glicidol em 6leo
de palma € minima para temperaturas abaixo de 200 °C e aumenta
significativamente para tratamentos realizados a 220-230 °C durante
2 horas. Concentragdes ainda mais elevadas foram associadas a tem-
peraturas acima de 270 °C e aos longos periodos (3-6 h) utilizados
na etapa de desodorizacdo. Resultados similares foram reportados
em outros estudos.’>%’

Quanto a concentra¢do de DAGs, alguns trabalhos sugerem
que a formacédo dos ésteres de glicidol aumenta exponencialmente
quando a concentracdo destes lipideos excede 3-4% a concentragio
de lipideos totais e que dleos contendo altos teores de DAGs (87%)
podem apresentar concentragdes 10 vezes mais elevadas de ésteres
quando comparados a 6leos com baixos teores destes lipideos (3.9-
6.8%).°%1% Estudos conduzidos com MAGs, DAGs e TAGs puros
submetidos as condi¢des de refino em temperaturas superiores a 200
°C confirmaram que os ésteres de glicidol sdo formados basicamente
a partir de DAGs e MAGs.”

A formacdo dos compostos a partir de DAGs ocorre através de
um rearranjo intramolecular, o qual € seguido por uma consequente
eliminacdo dos dcidos graxos quando o 6leo € submetido a altas
temperaturas. A eliminagdo do 4cido graxo pode ser iniciada através
da abstrag¢@o do préton proveniente do grupo hidroxila pelo grupo
carboxila vicinal. O intermedidrio aciloxonio gerado € entdo rear-
ranjado através de migracdo das cargas, resultando na liberagdo do
dcido graxo. O anel oxirano € entdo formado através de uma reagdo
nucleofilica do grupo alcéxido. Teoricamente, esta reagdo pode
ocorrer para ambos 1,2— e 1,3-DAGs.”

A participa¢do dos MAGs na reagdo € consideravelmente limi-
tada, devido aos seus baixos teores e alta volatilidade.” Entretanto,
alguns estudos tém levantado a hipétese de que os ésteres de glicidol
podem ser formados através da desidratacio térmica do diol vicinal
destes acilglicer6is.” Outra hipétese para a formagdo de ésteres de
glicidol envolve a reac@o a partir de monoésteres de 3-MCPD, mas
esta rota também ndo deve contribuir de maneira significativa ao total
de ésteres de glicidol formado durante o refino de 6leos, pois estes
compostos estdo presentes em baixas concentragdes.”’

Como resultado do aquecimento de DAGs em temperaturas acima
de 140 °C, Destaillats e colaboradores® detectaram pela primeira vez
a presenga de isomeros de ésteres de glicidol, os quais foram poste-
riormente identificados como ésteres de oxopropila através de analises
por espectrometria de massas. Segundo os autores, estes ésteres de
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oxopropila podem ser formados a partir dos DAGs através de um
rearranjo intramolecular, porém essa reagdo ocorre com a perda de
dcidos graxos e a formacdo de um enol intermedidrio, o qual € sub-
metido posteriormente a uma reagdo de tautomerismo. E importante
mencionar que a formagdo dos ésteres de oxopropila foi verificada
mesmo em baixas temperaturas (150 °C) e teve sua estabilizagdo em
torno de 200 °C, temperatura na qual a taxa de formagdo dos ésteres
de glicidol apresenta aumento expressivo.

Assim como para os ésteres de 3-MCPD, métodos diretos e
indiretos tém sido propostos para a determinac@o de ésteres de gli-
cidol.”® Na andlise direta, a amostra pode ser simplesmente diluida
em solvente apropriado ou preparada por SPE de duplo estdgio em
cartuchos de silica e de C18 antes da andlise por LC-MS.76.77.100.101

Para o método indireto, duas alternativas tém sido sugeridas. Uma
das opcdes € o procedimento baseado em transesterificagdo alcalina
conforme descrito anteriormente em 4.3.1, utilizando duas andlises
independentes: uma que determina a soma de ésteres de 3-MCPD
e de glicidol utilizando cloreto de sédio para o salting-out, e outra
que determina somente €steres de 3-MCPD, através da aplicagdo de
um pré-tratamento dcido para destruicido dos ésteres de glicidol. A
diferenca entre estas duas determinacdes permite o cdlculo da con-
centracdo total dos compostos.” Esta estratégia tem recebido diversas
criticas quanto a sua confiabilidade, especialmente considerando
uma possivel conversdo bidirecional entre 3-MCPD e glicidol no
curso da andlise conforme reportada por alguns autores.!”> A segunda
alternativa envolve a conversdo dos ésteres de glicidol em outras
espécies, como monoésteres de 3-monobromopropano-1,2-diol ou
3-metoxipropano-1,2-diol, antes da etapa de transesterificagdo.!1%

O desempenho dos métodos desenvolvidos para a determinagao
de ésteres de glicidol ainda nao foi avaliado em ensaios de proficién-
cia. Os poucos estudos que t€m feito uma andlise comparativa entre os
procedimentos diretos e indiretos t¢ém mostrado resultados limitados e
controversos, indicando mais uma vez o impacto da técnica analitica
indireta utilizada.”*!%

Em relacdo a exposicao aos ésteres de glicidol e aos riscos que
estes compostos podem representar a satide humana, poucas informa-
¢des encontram-se disponiveis até o momento. Desde 2011, o CCCF
também tem solicitado uma avaliagdo toxicolégica completa destes
compostos ao JECFA #%” De maneira geral, as mesmas consideragoes
estabelecidas para os ésteres de 3-MCPD tém sido assumidas, espe-
cialmente no que se refere a extensao da hidrélise durante o processo
digestivo, a biodisponibilidade de glicidol a partir de seus ésteres, ao
potencial téxico do glicidol livre e a identificagdo de medidas que
possam reduzir a formagao destes contaminantes.

O desenvolvimento de estratégias de mitigacdo de ésteres de
glicidol tem sido direcionado principalmente ao processo de refino
do 6leo de palma. Pudel e colaboradores™ estudaram as diferentes
etapas de pré-tratamento do 6leo antes deste seguir para o processo
de desodorizagdo. A degomagem aquosa seguida pelo branqueamento
revelou um efeito positivo na redugdo da formacdo dos ésteres de
glicidol, o que possivelmente estd associado a remogdo de precur-
sores dos contaminantes ou de catalisadores da reagdo, juntamente
com os fosfolipidios.

Outro fator importante na reducéio dos contaminantes estd re-
lacionado diretamente a qualidade do 6leo. Conforme mencionado
anteriormente, a maior parte dos DAGs presentes no 6leo de palma
bruto € proveniente da hidrélise dos TAGs pelas lipases. Sendo as-
sim, o fator primordial seria a obten¢do do dleo a partir dos frutos
colhidos no menor periodo de tempo possivel, evitando assim a
atividade enzimatica.

E importante também salientar que o teor de dcidos graxos livres
(AGLs) € o principal indicador de qualidade do 6leo utilizado pela
industria e este € geralmente separado em diferentes tanques de acordo
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com seu teor de AGLs quando da sua chegada a industria. Segundo
Craft e colaboradores,” andlises da composicao lipidica de amostras
de dleo de palma bruto confirmaram uma correlagio linear entre o
nivel de DAGs e AGLs (R?>=0,8), o que possibilita estimar que 3-4%
de DAGs correspondem a aproximadamente 1,9-2,5% de AGLs. Este
calculo simples fornece um limite maximo de AGLs que a matéria-
-prima deveria conter de forma a evitar uma formacéo excessiva de
ésteres de glicidol durante o refino.

CONCLUSOES

Recentes estudos t€ém demonstrado que ésteres de cloropropandis,
em especial ésteres de 3-MCPD, estdo largamente distribuidos nos ali-
mentos e ingredientes alimenticios, em quantidades muito superiores as
de suas formas livres. De maneira geral, hd duas categorias de produtos
nas quais a ocorréncia de ésteres de 3-MCPD deve ser mais significati-
va: uma delas se refere a alimentos processados termicamente enquanto
a outra diz respeito a 6leos, gorduras e alimentos fritos ou ricos em
gorduras. Entretanto, a base de dados disponivel ainda € limitada e a
maior parte desta estd direcionada a contaminaco do 6leo de palma.

Certamente, a falta de consenso sobre a confiabilidade dos mé-
todos analiticos estd associada a esta limitagdo. A possibilidade de
formacao de 3-MCPD durante a andlise € um fator que se soma as in-
certezas e dificulta a interpretacdo dos resultados. Embora progressos
significativos ja tenham sido obtidos neste campo de pesquisa, hd uma
necessidade indiscutivel de harmonizar as informacdes disponiveis,
o que pode ser conseguido através de uma maior disponibilidade
de materiais de referéncia e da validagcdo dos métodos por estudos
colaborativos internacionais.

Importantes avangos tém sido alcancados em relag@o ao verda-
deiro envolvimento de acilgliceréis e fontes de cloreto no mecanismo
de formacao dos compostos. As recentes evidéncias de que os ésteres
de 3-MCPD sao formados principalmente a partir de TAGs e espécies
de cloro organico e inorganico resultantes do metabolismo endégeno
da planta e da contaminacdo ambiental deverdo contribuir para o
desenvolvimento de estratégias que minimizem sua formacéo, o que
ainda € considerado um desafio. A colabora¢@o do setor industrial €
fundamental para o sucesso destas pesquisas. Considera-se também
desejdvel que a contaminac@o de alimentos processados, tais como
alimentos fritos, seja mais bem compreendida.

A descoberta da presenca de €steres de glicidol em dleos refi-
nados também tem motivado diversos estudos. Sem duvida, a base
de dados sobre estes compostos precisa ser ampliada assim como os
métodos analiticos necessitam ser harmonizados. As condigdes de
processo que favorecem a formagao dos ésteres de glicidol parecem
ser diferentes e mais evidentes que aquelas envolvidas na formagao
dos ésteres de 3-MCPD, o que sugere um grande potencial para
mitiga¢ao dos compostos.

Do ponto de vista toxicoldgico, as preocupacdes inicialmente
levantadas sobre o potencial de 3-MCPD e glicidol serem liberados
a partir de seus ésteres durante a digestdo parecem ser pertinentes.
A significativa biodisponibilidade do 3-MCPD a partir de seus di-
ésteres sugere a importancia da identificacio e quantificacio dessas
espécies nos alimentos. Informagdes toxicoldgicas mais detalhadas
sdo fundamentais para determinar o cendrio atual do risco a satde
associado a presenca destes compostos em alimentos e ajudar a definir
prioridades em gerenciamento do risco de forma a reduzir a exposig¢ao
da populagdo a estes contaminantes.
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