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RESUMO

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) representam uma importante classe de carcinégenos quimicos formados durante
a combustao incompleta de material organico. Os HPAs ocorrem como contaminantes em diferentes tipos de alimentos, devido
principalmente a polui¢ao ambiental e alguns tipos de processamentos como a defumacao, a secagem e a torrefacao. Nos ultimos
anos, o consumo de guarana vem aumentando, assim como a sua oferta no mercado. Durante o processamento das sementes para
a obtencao dos produtos, a matéria-prima passa pelas etapas de secagem, torrefacao e, em alguns casos, a defumacao, processos
estes que podem dar origem aos HPAs. Dessa forma, o presente estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar a presenca de
cinco HPAs carcinogénicos: benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno e dibenzo(a,h)antraceno
em diferentes marcas de guarana em p6 disponiveis comercialmente. A determinacao foi feita por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com Deteccao por Fluorescéncia. Os HPAs foram detectados em 81% das amostras analisadas, com niveis variando de
0,05 a 8,04 ug/kg. Os resultados indicam que o tipo de processamento utilizado durante a manufatura do guarana em pé pode
resultar na presenca desses contaminantes no produto final.
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SUMMARY

DETEMINATION OF POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS (PAHS) IN GUARANA POWDER (Paullinia cupana). Polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHs) represent an important group of chemical carcinogens formed during incomplete combustion of organic
matter. PAHs occur as contaminants in different types of food and the main sources of contamination are environmental pollution
and food processing such as drying, roasting and smoking. In the last years, the consumption of guarand products has increased,
as well as their market offer. During processing, the seeds are dried and roasted and in some cases they are submitted to a smoking
step, these procedures can originate PAHs. The objective of the present study was to determine the levels of five carcinogenic PAHs:
benzo(a)anthracene, benzo(b)fluoranthene, benzo(k)fluoranthene, benzo(a)pyrene and dibenzo(a,h)anthracene in different brands of
guarana powder commercially available in Brazil. Determination was carried out by high performance liquid chromatography with
fluorescence detection. PAHs were detected in 81% of the analysed samples with levels ranging from 0.05 to 8.04 ug/kg. Results indicate
that the processing used during guarand powder production may result in the presence of these contaminants in the final product.

Keywords: polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs, guarana powder, HPLC.

1 - INTRODUCAO

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sao um
grupo de compostos formados durante a combustao incompleta
de material organico, como a queima de 6leo ou madeira [1,
15, 33]. A quantidade e a composi¢cao dos HPAs produzidos
dependem das condi¢oes de reagao, temperatura e quantidade
de ar [33]. A formacao desses compostos € favorecida pela
queima da matéria organica em temperaturas variando de
500 a 900°C, principalmente acima de 700°C [2].

Os HPAs tém recebido muita aten¢ao nos altimos anos
devido ao fato de que muitos compostos desse grupo sao
potentes carcinégenos em animais experimentais [17,
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34]. O Comité Conjunto FAO/OMS de Peritos em Aditivos
Alimentares (Jecfa) durante sua 642 reuniao, apods revisar
e avaliar todas as informacgoes toxicolégicas relevantes,
concluiu que dentro do grupo de HPAs, 13 compostos sao
claramente carcinogénicos e genotoxicos, inclusive os cinco
selecionados para este estudo [35].

Provenientes, principalmente, de processamentos como
defumacao, secagem, torrefacao, alguns tipos de cozimento,
material de embalagem, assim como da polui¢ao ambiental [2,
15, 21], esses contaminantes ocorrem em diferentes grupos de
alimentos e bebidas incluindo vegetais, frutas, carnes, 6leos e
gorduras, cereais e derivados, produtos lacteos, café, cha, entre
outros [8, 9, 10, 11, 12, 15, 16, 22, 24, 25, 27, 28, 32, 36].

O guaranazeiro, planta de onde se obtém o guarana, €
nativo da Amazoénia e pertencente a familia das sapindaceas.
O Brasil € praticamente o tnico produtor de guarana do
mundo, sendo que a maior parte € proveniente do Estado
da Bahia, seguido por Amazonas e Mato Grosso [26]. O
guarana é comercializado em ramas (sementes torradas),
seja para a exportagao ou agroindustrializacao. A partir das
ramas podem ser obtidos o xarope (consumido diretamente
como bebida energética ou usado para a producao indus-
trial de refrigerantes gaseificados), o bastao (usado para
ralar e obter o pd) ou o pd, que pode ser acondicionado
em frascos, capsulas gelatinosas ou saches [30].
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A producao de ramas de guarana no Pais é estimada
em 4,3 mil ton por ano, sendo que 70% da producao ¢é
absorvida pela industria de refrigerante (sob a forma de
xarope) e os 30% restantes abastecem o mercado interno
e externo, na forma de p6, xarope e bastao [30].

Durante o processamento dos frutos do guarana para
a obtencao dos produtos, a matéria-prima passa por di-
versas etapas, entre elas secagem, torrefacio e, em alguns
casos, defumacao, processos estes que podem resultar na
formacao de HPAs [3].

No ambito do Codex Alimentarius, a necessidade de
estabelecimento de limites para HPAs em alimentos tem
sido manifestada por inimeros paises em diferentes opor-
tunidades, sendo este tema considerado prioritario dentro
do Comité do Codex para Aditivos Alimentares e Conta-
minantes (CCFAC). Em abril de 2005, este recomendou
que sejam elaboradas estratégias de modo a minimizar a
contaminacao durante os processos de secagem e defuma-
cao de alimentos [4].

Entre os métodos utilizados para analise de HPAs em
alimentos, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia tem
sido amplamente utilizada em diferente matrizes [6, 7,
10, 13, 18, 19].

Considerando-se a nao disponibilidade de dados
nacionais quanto a contaminacao de produtos a base de
guarana por HPAs, o presente estudo foi conduzido com
o objetivo de avaliar a presenca de benzo(a)antraceno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno
e dibenzo(a,h)antraceno em diferentes marcas de guarana
em po6 disponiveis comercialmente.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Amostras

Treze marcas de guarana em p6 foram selecionadas
para a avaliacdo da contaminacao por HPAs. Os produtos
foram adquiridos no comércio das cidades de Campinas
(SP) e Ribeirao Preto (SP), em trés coletas distintas durante
o ano de 2003. Um total de 39 amostras (13 marcas, trés
lotes de cada) foram analisadas quanto a presenca de cin-
co HPAs: benzo(a)antraceno (B(a)A), benzo(b)fluoranteno
(B(b)F), benzo(k)fluoranteno (B(k)F), benzo(a)pireno (B(a)P)
e dibenzo(a,h)antraceno (D(ah)A).

2.2 - Solventes e reagentes

Os padroées de B(a)A e D(ah)A foram adquiridos da
Supelco Inc., enquanto que os demais foram obtidos da
Aldrich Chemical Co. Os solventes e reagentes utilizados
foram acetonitrila e metanol grau cromatografico (Mallin-
ckrodt Baker Inc.); cicloexano grau cromatografico (Tedia
Company Inc.); sulfato de sédio anidro, hidréxido de po-
tassio e silica gel 60 (70-230 mesh, ASTM) da Merck AS
Chemical Industries. A 4gua utilizada foi obtida por meio
de um sistema de purificacao Milli-Q (Millipore Co.).

2.3 - Preparacao e limpeza das amostras

O método de extracgao utilizado foi baseado no procedi-
mento descrito por HISCHENHUBER E STIJVE [13] para
a determinacao de benzo(a)pireno em café, com introducao
de uma etapa de limpeza, de acordo com SPEER et al. [20].
Todas as amostras foram analisadas em duplicata.

2.3.1 - Extracao

Pesou-se 20 g de amostra em um baldo de fundo redondo
de 500 mL. Adicionou-se 200 mL de KOH metanodlico 1 M,
€ o material permaneceu sob refluxo por 40 min. Em segui-
da, adicionou-se pelo condensador 200 mL de cicloexano
permitindo-se uma ebulicao de mais de 5 min. Ap6s atingjr
a temperatura ambiente, a solucao foi filtrada em funil de
Buchner e o material saponificado foi transferido para um
funil de separacao. Adicionou-se 200 mL de agua e o funil foi
agitado por aproximadamente 2 min. Apés a separacao das
fases descartou-se a fase aquosa, lavou-se o extrato com trés
porgcodes de 4gua (100 mL) e retirou-se a agua residual com 2,5
g de sulfato de sédio anidro. A seguir, concentrou-se a solugao
a um volume final de aproximadamente 5 mL em evaporador
rotativo a vacuo, com banho a temperatura de 40°C.

Andlises de controle sobre os reagentes (analise do
branco) foram simultaneamente realizadas com cada série
de amostras.

2.3.2 - Limpeza em coluna de silica gel

Para a limpeza do extrato, foi utilizada uma coluna
de vidro (21 x 1,1 cm d.i. e reservatério de 8x3,1 cm d.i.)
empacotada com 5 g de silica gel 60 (70-230 mesh ASTM)
€ 40 mL de cicloexano, adicionando-se sulfato de s6dio ani-
dro no topo da mesma. A silica gel utilizada foi desativada
com 15% de 4gua, para evitar a degradagao dos HPAs. O
extrato foi aplicado a coluna e a fracao, apds ser eluida por
gravidade com 85 mL de cicloexano, foi recolhida em um
balao de fundo redondo de 250 mL e concentrada em um
evaporador rotativo (banho a 40°C), até aproximadamente
2 mL. Ap6s secagem sob corrente de nitrogénio, o residuo
foi suspendido em 2 mL de acetonitrila e submetido a
analise cromatografica.

2.4 - Analise cromatografica

Os HPAs foram determinados por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) com Deteccao por Fluorescéncia.
Foi utilizado um sistema cromatografico Waters constituido
por uma bomba quaternaria modelo 600, injetor automatico
modelo 717 degasser e detector de fluorescéncia modelo
474, programado nos comprimentos de onda de 290 nm
(excitacao) e 430 nm (emissao). Os dados foram registrados
e analisados utilizando o software Millenium 32. O sistema
também estava equipado com uma coluna cromatografica
C18 (Vydac 201 TP) de 25 cm x 4,6 mm d.i., particulas
de 5 um, termicamente estavel a 30°C. As amostras foram
eluidas com fase mével isocratica composta de acetonitrila-
agua (75:25, v/v), a uma vazao de 1,0 mL/min. O volume
de injecao foi de 30 pL.
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2.5 - Quantificacao

A quantificacao foi feita por padronizacao externa.
Foram realizadas injecoes de 30 uL, em duplicata, das solu-
coes-padrao de B(a)A, B(b)F, B(k)F, B(a)P e D(ah)A em sete
concentracoes na faixa de 0,1 a 100,0 ng/mL. A identidade
dos picos foi confirmada através da comparacao dos tem-
pos de retencao dos picos obtidos com os dos respectivos
padroes e por adicao dos padroes com sobreposi¢cao dos
cromatogramas (co-Cromatografia).

2.6 - Recuperacao e limite de deteccao

Os testes de recuperacao foram feitos adicionando-se
quantidades conhecidas de cada HPA em amostras de p6 de
guarand, em trés diferentes concentragées variando entre 1 e
9,6 ug/kg. As andlises das amostras fortificadas, assim como
dos controles, foram feitas em duplicata. As recuperacoes
foram calculadas pela diferenca entre a concentracao dos
compostos nas amostras fortificadas e nao-fortificadas. Os
resultados analiticos reportados nao foram corrigidos em
funcao da porcentagem de recuperacao.

O limite de deteccao dos HPAs foi estimado conforme
proposto por TAYLOR [31].

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos ensaios de recuperacao estao apresen-
tados na Tabela 1 juntamente com os limites de deteccao.
Os valores médios de recuperacao obtidos ficaram acima
de 80%, com um coeficiente de variacao maximo de 10,7%,
dentro dos limites aceitos para analise de contaminantes
em niveis de ug/kg [14]. Estes resultados indicam que os
procedimentos de extracao e andlise empregados foram
adequados para a matriz analisada.

As Figuras 1 e 2 apresentam, respectivamente, croma-
togramas tipicos da solugao dos padroes e cromatogramas
obtidos para amostras de guarana em pé.

Na Tabela 2, podem ser observadas as concentragoes
médias de HPAs determinadas nas amostras de guarana em
po. Em 81% das amostras, pelo menos um dos cinco HPAs
analisados estava presente, sendo que em 35% das amostras,
todos os cinco HPAs em estudo foram detectados. Os teores
médios para HPAs individuais se situaram na faixa de nao
detectado a 8,04 ug/kg. Benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno
e benzo(a)pireno foram os hidrocarbonetos que ocorreram
mais freqiientemente, em 76%, 60% e 60% das amostras,
respectivamente. A marca D foi a que apresentou a maior
contaminacao média por HPAs, com um somatério de 13,95
ug/kg. A amostra com maior nivel de HPAs somados foi aquela
de um lote do guarana em p6 D contendo 36,3 ug/kg.

Considerando-se a soma dos HPAs, é possivel observar
uma ampla faixa de variacao nos niveis entre as diferen-
tes marcas avaliadas (0,05 a 13,95 pg/kg) (Tabela 2). Os
valores médios determinados na marca D, por exemplo,
sao quase 300 vezes maiores do que aqueles obtidos para
a marca E. Essas variacoes também foram elevadas entre
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TABELA 1 - Recuperacao e limites de deteccao para os diferentes
HPAs em guarana em p6

Fortificagdo Recuperagdo Recuperagio CV Limite de
HPA (ng/kg) (%) média (%) (%)  detecedo
(nglkg)
B(a)A 1,2 99 95,5 5,9 0,04
3 89
9,6 98,6
B(b)F 1 97,2 91,4 7.4 0,02
2,5 84
8,2 92,9
B(F 1 78,6 835 10,7 0,02
2,5 78
8,2 93,8
B(a)P 1,2 78,6 81,9 77 0,08
3 78
9,5 89,2
D(ah)A 1 92,2 87,4 8,4 0,21
2,5 79
8,1 91,1

ICV - coeficiente de variagao

300,00
280,00
260,00
240,00
220,00
200,00
180,00
160,00
140,00
120,00
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00
0,00

B(K)F -18.05
B(a)P -20.79

mV
B(a)A -10.04

B(b)F -15.32

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45,00
Minutos

FIGURA 1 - Cromatograma por CLAE referente a solucao-padrao de
HPAs. Coluna C18 (Vydac 201 TP); fase mével acetonitrila-dgua
(75:25, v/v); vazao: 1 mL/min; volume injetado: 30 uL, deteccao
por fluorescéncia (excitacdo: 290 nm, emissao: 430 nm)

200,00
180,00 1
160,00 1
140,00 1
120,00
E 100,00 1
80,00 4
60,00 1
40,00
20,00 1
0,00 §

B(a)F -20.27

B(K)F -17.62

B(a)A -9.89
B(b)F -15.00

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45,00
Minutos

FIGURA 2 - Cromatograma por CLAE referente a uma amostra de
guarana em p6. Coluna C18 (Vydac 201 TP); fase mével acetonitrila-
4gua (75:25, v/v); vazao: 1 mL/min; volume injetado: 30 uL, deteccao
por fluorescéncia (excitacao: 290 nm, emissao: 430 nm)
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TABELA 2 - Teores médios de HPAs em amostras de guarana em pé

Teores de HPAs (ug/kg)*

Amostra B(a)A B(b)F B(k)F B(a)P D(ah)A YHPAs

A 0,07 (nd-0,22) 0,01 (nd-0,04) nd 0,04 (nd-0,13) nd 0,13 (nd-0,26)
B 1,33 (0,17-2,12) 0,38 (0,06-0,78) 0,07 (nd-0,16) 0,22 (0,13-0,31) 0,13 (nd-0,4) 2,13 (0,36-3,76)
[ 1,03 (0,37-2,28) 0,82 (0,19-2,06) 0,31 (nd-0,86) 0,82 (0,23-1,97) 0,15(nd-0,45) 3,13 (0,8-7,62)
D 3,72 (nd-9,35) 3,84 (nd-10,07) 2,00 (nd-5,34) 3,69 (nd-9,65) 0,71 (nd-1,9) 13,95 (nd-36,3)
E 0,05 (nd-0,14) nd nd nd nd 0,05 (nd-0,14)
F 2,13 (nd-3,56) 3,46 (nd-8,15) 1,52 (nd-3,67) 2,87 (nd-6,51) 0,39 (nd-0,88) 10,37 (nd-22,77)
G 0,63 (0,18-1,09) 0,30 (nd-0,59) 0,11 (nd-0,22) 0,19 (nd-0,38) nd 1,23 (0,18-2,28)
H 3,36 (0,44-9,11) 2,24 (0,09-6,22) 1,06 (nd-3,03) 2,22 (0,11-6,28) 0,34 (nd-1,01) 9,22 (0,64-25,64)
| 1,17 (nd-1,91) 1,06 (nd-1,74) 0,45 (nd-0,74) 0,74 (nd-1,16) nd 3,42 (nd-5,56)
J 2,54 (nd-4,36) 1,91 (nd-2,9) 0,75 (nd-1,14) 1,63 (nd-2,5) 0,29 (nd-0,43) 7,12 (nd-11,25)
K 3,18 (2,57-3,55) 2,54 (1,43-3,63) 1,07 (0,6-1,5) 2,15 (1,12-3,21) 0,55 (nd-0,95) 9,49 (5,72-12,84)
L 8,04 (5,98-10,1) 1,39 (1,08-1,71) 0,4 (0,15-0,65) 1,1(0,86-1,34) nd 10,93 (9,68-12,18)
M 2,34 (1,05-3,82) 2,12 (0,61-3,74) 0,89 (0,23-1,5) 1,83 (0,55-3,01) 0,34 (nd-0,66) 7,53 (2,44-12,73)

*Média de trés lotes. nd — nao detectado

diferentes lotes da mesma marca, o que pode ser observado
nas marcas D, F e H, que apresentaram resultados desde
nao detectado até 36,3 e 22,77 ug/kg (para D e F, respecti-
vamente) e 0,64 a 25,64 ng/kg para a marca H.

Essa ampla faixa de concentracao encontrada resulta,
provavelmente, das diferentes formas de processamento
a que o guarana €é submetido para a obten¢ao do produto
final. As sementes sao secas e torradas e comercializadas
em ramas, sendo que em alguns casos podem passar
também pelo processo de defumacao. A grande variacao
entre lotes de uma mesma marca, por sua vez, deve-se,
provavelmente, ao fato de que muitas empresas que co-
mercializam o guarand em po6 nao sao responsaveis pelo
processamento do produto. As empresas, muitas vezes,
adquirem subprodutos como a rama e o bastido ou até
mesmo o proprio p6 de diferentes fornecedores, finalizam
o processamento e embalam sob uma determinada marca
comercial. Muitas vezes, o processamento do produto nos
fornecedores chega a ser artesanal, com pouco ou nenhum
controle nas diferentes etapas de processamento.

Como nao existem na literatura dados sobre a presenca de
HPAs em guarana em p6, ha dificuldade em avaliar os niveis
de contaminacao encontrados. Desta forma, utilizando-se o p6
de café para fins comparativos, observa-se que a quantidade
média obtida para o somatdrio de HPAs presentes nas diferentes
marcas de guarana em po pode ser até quatro vezes maior do
que aquela encontrada no p6 de café (3,15 ug/kg) [6].

Estudos anteriores ja haviam relacionado o processo
de secagem de folhas e graos como fator importante na
formacao de HPAs e conseqiiente contaminacgdo de produtos
finais como no caso de 6leos vegetais [5,29], café, cha [6,
13, 20,] e chimarrao [23].

4 - CONCLUSOES

O guarana em po € considerado pelo consumidor em
geral como um produto natural e, portanto, isento de riscos
a saude. No entanto, os resultados apresentados mostraram
que essa afirmativa pode nao ser totalmente verdadeira em
funcao da presenca de HPAs nesse tipo de produto. O pro-
cessamento utilizado na fabricacao do guarana em p6 pode

gerar altos niveis de HPAs, o que vem a ser preocupante
principalmente entre consumidores freqiientes.

Desta forma, o presente estudo evidencia a importancia
de se elaborar medidas de intervencao para minimizar
a formacao e posterior contaminagao do guarana em po6
por HPAs durante o processamento das sementes para a
obtenc¢ao do produto final.
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