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RESUMO

Diferentes metodologias s@o propostas para a identificacdo e quantificacdo de acrilamida
(AA) em alimentos, subproduto potencialmente neurotoxico e carcinogénico formado entre
amino&cidos e agucares redutores na reacdo de Maillard. Desde a divulgagéo pela primeira
vez em 2002 da relacdo de sua formagédo em alimentos que sdo submetidos a tratamento em
altas temperaturas, uma gama de produtos, como café, cereais matinais, alimentos a base de
batata e biscoitos ja foi explorada. Entretanto, nenhum dado na literatura a respeito da
ocorréncia de AA em acarajés foi encontrado. Estudos com animais mostraram que a AA é
rapidamente absorvida por todas as vias de exposicdo, sendo mais rapida por via digestiva.
Dado o grau de periculosidade e toxicidade para o consumidor a sua deteccdo e
quantificaco é muito importante. Este trabalho propds a adaptacdo de metodologias
analiticas para a quantificagdo da AA em amostras de acarajé e batata frita e posterior
avaliacdo do risco a salde com base na ingestdo destes alimentos. A d3-acrilamida,
marcada isotopicamente, foi utilizada como padréo interno. O método envolveu a extracao
com isooctano e acetonitrila, seguido por concentracdo e derivatizacdo com o xantidrol. A
andlise por cromatografia gasosa com espectrometria de massas (GC-MS) foi utilizada no
modo de monitorizagdo de ions seletivos. De acordo com as condigdes estabelecidas, 0s
limites de detec¢do e quantificacdo foram de 3 e 10 ug/L, respectivamente. As recuperacgdes
variaram entre 98 a 104%. O método analitico proposto foi aplicado a dezoito amostras de
acarajés comercializados na cidade de Salvador, Brasil e nove amostras de batatas fritas de
trés cadeias de fast-food. Os teores de AA variaram de 16,4 a 49,9 ug/kg nos acarajés dos
diversos pontos de venda. Na batata frita, observamos diferenca significativa nos teores de
AA de acordo com a rede fast-food, com valor minimo de 48,9 ¢ maximo de 414,0 pg/kg.
A preocupacao a saude foi estimada para um consumo de AA superior a 1 pug/kg pc por dia,
sendo traduzido em valor MOE de 10.000 de acordo com EFSA (2015). Assim, 0 consumo
de uma por¢do de batata frita com alto teor de AA como observado neste estudo, pode
representar um risco carcinogénico (MOE 1866). Por outro lado, o consumo exagerado de
acarajé, trés ou mais unidades por semana também pode estar associado a este risco em
longo prazo. E importante que mais amostras e outros tipos de alimentos sejam
investigados, para que assim futuramente a contribuicdo da acrilamida na dieta total possa
ser calculada e consequentemente 0s possiveis riscos a salde para a populacdo brasileira

relacionados a exposicdo dietética deste contaminante possam ser avaliados.



Palavras-chave: Acrilamida, acarajé, batata frita, CG-MS, risco a saude.



ABSTRACT

Different methodologies are proposed for the identification and quantification of
acrylamide (AA) in food, a potentially neurotoxic and carcinogenic byproduct formed
between amino acids and reducing sugars in the Maillard reaction. Since the first release in
2002 of the relationship of its formation in foods that undergo high temperature treatment, a
range of products such as coffee, breakfast cereals, potato-based foods and cookies has
been explored. However, no data in the literature regarding the occurrence of AA in
acarajés were found. Animal studies have shown that AA is rapidly absorbed by all
exposure routes and is faster digestive. Given the degree of hazard and toxicity to the
consumer, its detection and quantification is very important. This work proposed the
adaptation of analytical methodologies for the quantification of AA in acarajé and chips
samples and subsequent health hazard assessment based on the intake of these foods.
Isotopically labeled d3-acrylamide was used as the internal standard. The method involved
extraction with isooctane and acetonitrile, followed by concentration and derivatization
with xanthydrol. Gas chromatographic analysis with mass spectrometry (GC-MS) was used
in selective ion monitoring mode. According to the established conditions, the detection
and quantification limits were 3 and 10 pg/L, respectively. The recoveries ranged from 98
to 104%. The proposed analytical method was applied to eighteen samples of acarajés sold
in the city of Salvador, Brazil and nine samples of chips from three fast food chains. AA
contents ranged from 16.4 to 49.9 ug/kg in the acarajés of the various points of sale. In
potato chips, we observed a significant difference in AA levels according to the fast food
network, with a minimum value of 48.9 and a maximum of 414.0 ug/kg. Health concern
has been estimated for an AA intake of more than 1 pg/kg bw per day, and translated into
an EOM of 10,000 according to EFSA (2015). Thus, the consumption of a portion of high
AA content potato chips as observed in this study may represent a carcinogenic risk (MOE
1866). On the other hand, excessive acarajé consumption, three or more units per week may
also be associated with this long-term risk. It is important that more samples and other
types of food be investigated so that in the future the contribution of acrylamide to the total
diet can be calculated and consequently the possible health risks to the Brazilian population

related to the dietary exposure of this contaminant.

Keywords: Acrylamide, acarajé, chips, CG-MS, health hazard.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AA - Acrilamida

ALARA - Téo baixo quanto razoavelmente possivel

EFSA - European Food Safety Authority/Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar
EXT - Extracédo

FAO - Food and Agriculture Organization/Organizacdo das Nacdes Unidas para a
Agricultura e Alimentacédo

FDA - Food and Drug Administration

GA - Glicidamida

GC - Cromatografia gasosa

HPLC - High Performance Liquid Chromatography/Cromatogafia Liquida de Alta
Eficiéncia

IARC - Agéncia Internacional para Pesquisa sobre Cancer

IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry/Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada

JEFCA - Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives/Comité Misto de Peritos
da FAO/OMS em aditivos alimentares

LC - Cromatografia Liquida

OEHHA - California Office of Environmental Health Hazard Assessment/ Escritorio de
Avaliacdo de Perigo para a Saude Ambiental

OMS - Organizacdo Mundial da Saude

MOE - Margem de exposic¢ao

MS - Espectro de massas

NIST - National Institute of Standards and Technology

NOAEL - No Observed Adverse Effect Level / Nivel de Efeito Adverso ndo Observado

Pl — Padréo interno

RSD - Desvio padréo relativo

EU - Uniéo Europeia

WHO - Whorld Health Organization / Organizacdo Mundial de Saude
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1. INTRODUCAO

Durante a producdo de alimentos, podem ser formados compostos que causam
efeitos carcinogénicos, mutagénicos e neurotdxicos. Um desses compostos € a acrilamida
(AA) que desperta preocupacéo por autoridades publicas em todo o mundo (ZHANG et al.,
2005; FRIEDMAN, 2003).

Descoberta a relativamente pouco tempo em alimentos por cientistas da Suécia
(SNFA, 2002), a AA é produzida principalmente em produtos de batata e cereais
submetidos a temperaturas acima de 120 °C (PORTO et al.,, 2015). A AA é um dos
produtos da reacdo de Maillard entre a asparagina e os agucares redutores (principalmente
glicose e frutose).

A maioria dos estudos realiza a quantificacdo da acrilamida através de técnicas
cromatograficas, como a cromatografia liquida e cromatografia gasosa. A grande diferenca
entre os dois métodos estd no fato da analise por cromatografia gasosa necessitar de uma
derivatizacdo prévia do composto, enquanto que a semelhanca consiste em ambas as
técnicas utilizar de detectores de massa (SOARES et al., 2006). A utilizacdo da
espectrometria de massas se justifica pela complexidade das matrizes analisadas
(alimentos) e pelos elevados niveis de sensibilidade exigidos.

Apesar de muitos paises divulgarem pesquisas relacionadas aos niveis de AA em
seus alimentos, ainda ndo h& nenhum dado sobre a ocorréncia deste contaminante em
acarajés, alimento amplamente consumido no Brasil. Desta forma, esta pesquisa teve como
objetivo principal investigar os niveis de acrilamida em alimentos que fazem parte da dieta
da populacdo brasileira (batatas fritas e acarajes), utilizando-se de método analitico
adaptado e validado previamente. A partir dos niveis de ocorréncia de AA obtidos no
presenteestudo e de dados de consumo dos alimentos analisados, uma avaliagéo de risco foi

realizada para se estimar a ingestdo deste contaminante. Espera-se que as informacdes
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geradas nesta pesquisa possam contribuir para resolucbes dos problemas gerados pela

ingestdo de AA nos mais diversos alimentos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi determinar o teor de acrilamida em acarajés e batatas
fritas comercializados na cidade de Salvador, Bahia.

2.2. Objetivos Especificos

Validar metodologia analitica por cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro

de massas;

e Determinar o teor de acrilamida em amostras de acarajés de diferentes bairros da
cidade de Salvador;

e Determinar o teor de acrilamida em amostras de batata fritas de trés diferentes redes
de fast-food da cidade de Salvador;

e Proceder a avaliagdo de risco para o consumo humano da ingestdo de acrilamida em

acarajés e batatas fritas.

17



CAPITULO |

REVISAO DE LITERATURA

18



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Acrilamida

Denominada cientificamente pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC) como Prop-2-enamida, a acrilamida (AA) é um composto organico, sélido,
incolor, inodoro e altamente solivel em agua e em outros solventes polares (ESPOSITO et
al., 2017). Com férmula estrutural C3HsNO (Figura 1) e massa molecular de 71,09 g/mol
(CAS N.79-06-1) da origem a poliacrilamida no ponto de fusdo ou sob luz ultravioleta (HU
et. al, 2015). As poliacrilamidas sdo usadas na producdo de géis para eletroforese e para
clarificar e purificar agua potavel e esgoto. A acrilamida também € usada na construcéo de
fundacdes para barragens e taneis (WHO, 2002)

Durante a construcdo de um tunel para ferrovia na Suécia um gel selante, que
continha acrilamida em sua composicao, foi utilizado para conter vazamentos, porém a
grande mortandade de peixes e animais que consumiam a agua proximos ao local da
construcdo chamou a atencdo de ambientalistas. Com relatos de sinais clinicos, como
dorméncia e formigamento em membros inferiores e superiores, os trabalhadores da
construcdo expostos foram submetidos a analises sanguineas. Entretanto os resultados das
analises sanguineas chamaram atencdo porque foram encontrados também, niveis elevados
de adutos de acrilamida ligados a hemoglobina em pessoas participantes do grupo controle.
Apos eliminar as fontes de exposicdo ja conhecidas, os pesquisadores realizaram estudos
experimentais utilizando diferentes dietas em ratos e descobriram que 0s animais
alimentados com dieta submetida a fritura apresentavam niveis elevados de acrilamida no
sangue (TEREKE et al., 2002; REYNOLDS et al., 2002).

A exposicdo prolongada induziu tumores em ratos e a Agéncia Internacional para

Pesquisa sobre Céancer (IARC) classificou a acrilamida no Grupo 2A, como "provavel
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cancerigeno para os seres humanos" (IARC, 1999). Como conseqiiéncia, muitas pesquisas
para analisar a presenca de acrilamida em diversos tipos de alimentos processados a altas
temperaturas foram iniciadas, e significativos progressos ja foram obtidos. Diferentes
metodologias analiticas foram desenvolvidas e validadas, viabilizando a determinacdo do
teor de acrilamida nos alimentos, em niveis de concentracdo cada vez menores
(ARISSETO et al., 2008).
Figura 1- Estrutura molecular da acrilamida.
0
CHEZ CH —1!— NH2

Fonte: A autora.

Na sequéncia destas descobertas, foi demonstrado em 2002 que a formacdo da
acrilamida pode ser através da reacdo de Maillard com aminoacidos (por exemplo,
asparagina) e acUcares redutores (por exemplo, glucose e frutose) (MOTTRAM et al.,
2002; STADLER et al., 2002). A acrilamida também pode ser formada a partir dos
triacilglicerideos quando sujeitos a altas temperaturas, 0 que se torna importante em

alimentos fritos (ZHANG et al., 2007)

3.2. Aspectos toxicoldgicos da acrilamida

A AA teve o seu potencial toxico confirmado nos resultados da primeira avaliacdo
de risco em 2005, pelo Comité de Especialistas em Aditivos Alimentares da FAO/OMS
(JECFA) (ARISSETO et al., 2006). A exposicdo a acrilamida pode ocorrer no local de
trabalho ou no ambiente apds sua liberacdo para o ar, &gua, solo, ou &gua subterrénea e
pode penetrar no organismo pela via respiratoria, através do consumo de alimentos ou agua

contaminados (SOARES et al., 2006). Outras fontes de exposicdo a acrilamida sdo os
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cosmeéticos, 0s materiais de embalagem dos alimentos ou o fumo do cigarro (ativo e
passivo) (MATTHYS et al.,2005).

O potencial toxicoldgico deste contaminante em alimentos esté relacionado ndo somente
presenca de seus precursores, aminoacidos e agUcares redutores, mas também com as
concentragfes desses compostos na matéria-prima, que podem variar significativamente

entre diferentes espécies, as praticas de cultivo e o processamento (BOREM et al., 2009).

3.2.1. Absorgao e distribuicéo

Dados sobre envenenamentos ou exposicdo ocupacional acidental disponiveis na
literatura revelam que a AA ¢ rapidamente absorvida através das vias respiratoria, oral e
dérmica (SUMNER et al., 2003). Em estudos com animais, verificou-se que a AA é
absorvida por todas as vias de exposicdo, sendo mais rapida por via oral. Apés a exposicao,
a AA e a glicidamida (GA, seu principal metabdlito) sdo metabolizadas e distribuidas por
todos os tecidos do corpo (WHO, 2002b).

As propriedades da molécula de AA possibilitam a sua rapida distribuicdo pelos
tecidos corporais (DOERGE et al, 2005a; 2005b) e seu metabolismo segue principalmente
duas rotas: a epoxidacdo e a conjugacao com a glutationa. A AA é biotransformada in vivo
ao epdxido GA (GHANAYEM et al, 2005)

A GA é muito mais reativa com o DNA do que a AA. J& com a hemoglobina, AA e
GA podem se ligar covalentemente aos aminoacidos da proteina do sangue para formar

adutos (FAO/WHO, 2005).

3.2.2. Carcinogenicidade

Conforme classificacdo da IARC, grupo 2A, a partir de resultados positivos de

experimentos com roedores e suportada pela evidéncia de que a acrilamida é metabolizada
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nos mamiferos gerando a GA (um epdxido reativo) os possiveis efeitos carcinogénicos
foram testados em dois experimentos. Tais experimentos, de longa duragdo, com ratos
foram realizados por meio da administracdo de doses de até 3 mg de acrilamida/kg pc/dia
na agua, durante até dois anos de estudo. Foi verificado um aumento significativo na
incidéncia de varios tipos de tumores nos animais experimentais de ambos o0s sexos quando
comparados ao grupo controle (JOHNSON et al., 1986; FRIEDMAN et al., 1995;
BESARATINIA et al., 2007). Estudos de curta duracdo em camundongos que receberam de
0 até 60 mg/kg pc de acrilamida na agua, trés vezes por semana, durante oito semanas,
também mostraram um aumento significativo do nimero de adenomas no pulmdo e do
nimero de animais que apresentaram os adenomas, proporcional a dose administrada
(BULL et al., 1984).

Segundo Rice (2005) a AA é um carcinogénico multiorganico nos ratos, ja que a
ocorréncia de tumores na tirdide, mama, pulmdes e cérebro foi observada; o que implica
fortemente na potencialidade carcinogénica da AA em humanos.

Pelucchi e colaboradores (2006) realizaram um estudo de caso-controle com pessoas
hospitalizadas na Suica e Italia, com o objetivo de examinarem a influéncia da acrilamida
alimentar na ocorréncia de tumores em varios 6rgdos: cavidade oral/faringe, laringe,
esofago, colon/recto, mama, ovarios e préstata. Os autores ndo encontraram uma associacao

positiva entre 0 consumo de acrilamida e a tumorogenese.

3.2.3. Risco associado a exposi¢do a acrilamida

A acrilamida pode ser encontrada no ambiente, em cosméticos e fumo de tabaco
(DELATOUR et al., 2004; XU et al., 2014) e apesar de estar presente em varias situacoes,

0 que tem causado maior preocupacdo é a sua ocorréncia em alimentos, ja que segundo a
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Agéncia Europeia para a Seguranga Alimentar (EFSA), cerca de 40% dos alimentos
consumidos atualmente contém acrilamida (XU et al., 2014).

Por ndo haver até ao momento legislacdo que regule os limites maximos de AA e
devido ao potencial tdxico deste contaminante, a fim de conhecer os riscos que a sua
ingestdo através de alimentos poderia representar para a salde humana, os resultados da
avaliacdo de risco realizada pelo Comité de Especialistas em Aditivos Alimentares da
FAO/OMS (JECFA), que confirmaram o potencial toxico da AA, sdo utilizados como base

para resolucGes de questdes relativas a satde publica (ARISSETO et al, 2006).

3.3.Acrilamida em alimentos

Conforme relata Arisseto e colaboradores (2006) a Agéncia Nacional de Alimentos
da Suécia foi o primeiro érgdo a realizar um estudo sobre a determinacédo de acrilamida em
produtos alimenticios. Apos a confirmagdo da presenca do contaminante em diferentes
niveis e em muitos alimentos processados termicamente, outras pesquisas em outros paises
comecaram a ser realizadas e tais resultados evidenciaram que produtos a base de batata,
ricos em hidratos de carbono (principalmente batatas fritas), torradas, biscoitos e café,
apresentaram 0s maiores teores de AA. As quantidades de acrilamida em diversas
categorias de alimentos estdo resumidas na Tabela 1.

A variacao do conteudo de acrilamida nos diferentes produtos alimentares encontra-
se relacionada com a composi¢cdo quimica das matérias-primas, acondicionamento e
métodos de preparo. O teor de acrilamida em alguns alimentos crus ou cozinhados costuma
ser menor ou até inexistente (TAREKE et al., 2002). O potencial de formacéao de acrilamida
esta fortemente relacionado com a glicose e teor de frutose (PEDRESCHI et al., 2006;
CURTIS et al.,, 2010), A concentragdo de asparagina livre é o principal limitante da

formacéo de acrilamida nos produtos de cereais (AMREIN, 2005; CLAUS et al., 2008) e os
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acucares redutores sdo os principais fatores limitantes em batatas (SANNY et al., 2012;
HAMLET et al., 2008). Vérios fatores afetam a velocidade de formacdo da acrilamida
oriunda da aspargina e de agucares redutores, em que pode-se salientar a concentra¢do dos
reagentes e a razdo entre eles, bem como, o pH, temperatura e o contedtdo em &agua

(GOMES et al., 2016).

Tabela 1: Teores de acrilamida em diferentes alimentos. Adaptado de Krishnakumar e

Visvanathan (2014).

Produto Teor de acrilamida (pg/kg)
Produtos de panificacdo e biscoitos 18 - 3324

Paes <10 - 3200

Cereais matinais <10 - 1649

Produtos de chocolate <2 -826

Batatas fritas 59 - 5200

Carnes <10-116

Batatas (cruas) <10-50

Café torrado 45 - 9359

3.3.1. Alimentos alvos deste estudo

3.3.1.1. Batata frita

Segundo a FAO (2008) a batata (Solanum tuberosum) possui uma composi¢éo
média de 75% de agua, 20% de amido, 2,5% de proteina, 1,8% de fibra e 0,15% de &cidos
graxos. O amido representa 65 a 80% do contetdo de matéria seca, 0 seu mais importante
componente nutricional, do ponto de vista caldrico. O amido da batata é constituido por
21% de amilose, 75% de amilopectina, 0,1% de proteina e 0,08% de fosforo. Os agucares
predominantes sdo a glicose e a frutose (0,3 a 4%) assim como a sacarose (0,1 a 12%)
(PEDRESCHI et al., 2009). A batata contém cerca de 1 a 3% de compostos nitrogenados,
dos quais 35 a 80% correspondem a proteinas, sendo a parte restante constituida por

aminoéacidos livres, péptidos e outros compostos. Na sua maioria, a fragdo proteica consiste
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em enzimas e a sua presenca € importante na formacao de compostos aromaticos (BELITZ
et al., 2004).

Para aumentar sua digestibilidade, as batatas sdo consumidas apds o cozimento,
assando, fritando, entre outros (DECKER & FERRUZZI, 2013). De acordo com a EFSA,
as batatas processadas (fritas, Figura 2) juntamente com alimentos a base de cereais, sdo as
principais fontes de exposicdo acrilamida na dieta de adultos (EFSA, 2014). As préticas
agrondmicas, métodos de armazenamento pds-colheita e variedades de batata influenciam a
composicdo da mesma, e 0 método de cozimento determina os nutrientes que continuaréo
disponiveis aos consumidores. (SANTOS et al., 2018)

Como mencionado por Soares e colaboradores (2018) fritar esta entre os métodos de
cozimento mais populares do mundo e para 0 consumo das batatas fritas, como o préprio
nome j& elucida, é necessario a relizacdo da etapa de fritura. Existem dois tipos de processo
de fritura por imersdo: a continua e a descontinua. Na fritura por imersdo de forma
continua, o alimento é frito em uma soO etapa, ou seja, o 6leo é continuamente aquecido.
Este tipo de fritura é amplamente utilizado pelo mercado industrial de batatas, para o
processamento daquelas vendidas pré-fritas. O processo da fritura das batatas em redes de
fast-food acontece de forma descontinua, ou seja, o 6leo é aquecido repetidas vezes;
aquecido para fritar determinada porcdo, resfriado e reaquecido posteriormente para o
preparo das porc¢des seguintes (ALMEIDA et al., 2006).

Prever a quantidade de acrilamida que sera formada durante o processo de fritura de
um alimento € algo complexo, uma vez que muitos parametros que desempenham um papel
importante neste sistema devem ser considerados (BARUTCU et al., 2009; CARRIERI et
al., 2009), por outro lado saber a quantidade de acrilamida formada em alimentos, contribui
para se obter as condi¢des adequadas de processos térmicos e de producdo, para que sejam

produzidos alimentos mais seguros (ZOKAEI et al., 2016).

25



Figura 2 — Amostras de batata frita de diferentes redes de fast-food de Salvador, BA.

Fonte: a autora.

3.3.1.2. Acarajé

A culinaria baiana se destaca por possuir diferentes pratos como moguecas, vatapa,
caruru e o acarajé. O acarajé (Figura 3) € uma iguaria amplamente consumida no Brasil,
principalmente na Bahia, e consiste em uma massa preparada a base de feijao fradinho
(Vigna unguiculata), cebola ralada e sal, moldado em forma de bolinho e frito em 6leo de
palma ou azeite de dendé. O processo da fritura do acarajé acontece da mesma forma que
para as batatas fritas de redes de fast-food, ou seja, de forma descontinua (ALMEIDA et al.,
2006). O acarajé esta atualmente plenamente incorporado na cultura baiana e também na
brasileira, entretanto trata-se de uma iguaria de origem africana, vinda com o0s escravos na
colonizacdo do Brasil (CORREA et al. 2003). Para 0 consumo, 0 acarajé pode ser servido

ou ndo de acompanhamentos como vatapa, caruru, camardo, pimenta e salada (Figura 4).

26



Figura 3 — Amostras de acarajé de diferentes locais de comercializacdo de Salvador, BA.

Fonte: a autora.

Figura 4 — Acarajé com acompanhamentos.

r

Fonte: a autora.
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Com relacéo a literatura cientifica brasileira, os estudos sobre a formagdo de AA
nos bolinhos de acarajé sdo inexistentes. As pesquisas sobre o tema tém focado a atencéo a
na composicdo centesimal (BENEVIDES et al.,2003; TACO, 2006; MOUTALEB et al.,
2017), condicBes higiénico sanitarias do acarajé e seus acompanhamentos (LEITE et
al.,2000; MAGALHAES, 2012; SAMPAIO, 2015) e qualidade e caracterizacio do 6leo de
fritura (CURVELO et al,, 2011; ALMEIDA et al.,, 2013; KOUSHKI et al, 2015;
ALMEIDA et al.,, 2017) . Segundo a Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos
(TACO, 2006) o acarajé possui em sua composi¢do centesimal 8,3g de proteinas e 19,1 g
de carboidratos, o Gréafico 1 abaixo ilustra a composi¢do centesimal do acarajé segundo a

TACO.
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Figura 5. Gréfico 1. Composicédo centesimal do acarajé. Fonte: TACO, 2006.

3.4. Métodos analiticos para a determinacéo de acrilamida em alimentos
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Alguns fatores como baixa massa molecular, com elevada polaridade e reatividade
tornam a AA uma molécula de dificil detecdo e quantificacdo, bem como dificil de extrair
de matrizes por solventes organicos convencionais (EFSA, 2015). A escolha das condigdes
de extracdo, derivatizacdo ou deteccdo depende da matriz alimentar que sera analisada, por
isso faz-se necessario em alguns casos a otimizacao da metodologia adatoda.

A maioria das metodologias disponiveis para determinacdo de acrilamida em
alimentos envolve as técnicas cromatograficas em fase liquida e gasosa, combinadas com
etapas antecedentes de extracdo. A Tabela 2 descreve algumas metodologias analiticas

adotadas para a determinacdo de AA em batatas fritas e outros alimentos.

Tabela 2. Diferentes metodologias analiticas para determinacdo de AA. Adaptado

Tavares (2015).
Matriz Extragéo Método Referéncia
Batata frita Acetona Polarografia Zargar, Sahraie e
Khoshnam (2009)
Batata frita Agua Voltametria (eletrodo de pasta Stobiecka,
de carbono modificada com Radecka e
HbFe(11)/Hb-Fe(111)) Radecki (2007)
Batata frita, frango Agua Fluorescéncia Liu etal. (2014)

frito e biscoito

Batata frita e péo

Batata frita,
berinjela frita e
gréo de bico

Batata frita,biscoito
e farinha

Batata frita, pao,
café, cerveja

Batata frita

Brometo de 1-butil-3-metil-
imidazélio (BMIMBF)
Sol-gel
metiltrimetoxissilano-
tetraetoxisilano (MTMOS-
TEOS)

Agua

Agua/MeOH

0,1% Acido formico/Agua

HLPC/UV

GC/MS

HPLC-MS-MS

HPLC-MS-MS

FTIR associado ao HPLC/MS

Albrohri e El-
Hady (2014)
Ibrahim e Omar,

Elbashir (2014)

Hoenicke et al.
(2004)
Arisseto et al.
(2007)
Ayvaz et al.
(2013)
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3.4.1. Determinacdo cromatografica

O monitoramento da acrilamida e a reducéo de sua formacéo sdo questdes de grande
relevancia. Os métodos analiticos mais comumente empregados para a determinacdo de
acrilamida séo baseados em cromatografia de fase gasosa (GC) e em cromatografia de fase
liquida (LC), podendo estes estar acoplados a espetrometria de massa (MS) para a detecéo e
identificacdo e do composto (FAO/WHO 2011). Gomes (2016) relata que em funcdo do
baixo peso molecular e alta reatividade, os desafios na analise da AA sdo grandes,
principalmente se esta estiver presente em baixas concentracdes nos géneros alimenticios.
Em contrapartida os métodos de determinacdo cromatogafica (GC e HPLC) oferecem
excelentes condicdes de precisdo, repetibilidade e sensibilidade (CLAUS et al., 2008;
ORACZ et al., 2011; HU et al., 2015).

Zokaei e colaboradores (2016) descrevem que em funcao da alta repetibilidade, os
dados obtidos na analise de GC sdo mais confidveis. Entretanto por conta da néo
volatilidade da acrilamida, a identificacdo usando GC precisa de derivatizacdo que consome

tempo e torna o trabalho complicado.

3.4.2. Extracdo e derivatizacéo

Atrelado ao fato de que alimentos sdo matrizes muito complexas, antes da injecao
(tanto em GC como em LC) é necessério a relizacdo de uma etapa de tratamento prévio da
amostra. E neste tratamento onde ocorre a extracdo e limpeza da amostra, simultanea ou
ndo. A maioria dos processos de extracdo utiliza 4gua como solvente devido a alta
solubilidade da acrilamida neste (TAREKE et al., 2002; MOLINA-GARCIA et al., 2015).
No entanto, o solvente de extracdo pode ser um solvente organico ou também uma mistura

de 4gua com solvente organico (KERAMAT et al., 2010).
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O aumento da superficie de contato das matrizes melhora a extragdo com 0s
solventes e as taxas de recuperacdo (BIEDERMANN et al., 2003; WENZL et al., 2003).
Outra forma de melhorar a extracéo € aquecer o solvente ou colocar a amostra de alimentos
em banho de ultrassons (ALBISHRI et al., 2014). Dependendo do teor de gordura na matriz
um passo de desengorduramento no procedimento de limpeza é necessario. A limpeza das
matrizes pode ser feita pelos métodos classicos, a exemplo da SPE, ou outros
procedimentos, como métodos de dispersdo da matriz em fase solida, que exigem menos
reagentes quimicos e permitem uma separacdo mais rapida (ORACZ et al., 2011). De um
modo geral, apds os procedimentos de extracdo e purificacdo, como descreve Soares e
colaboradores (2006), é necessario eliminar o solvente em excesso. A maioria dos estudos
executa tal evaporacdo em evaporadores rotativos.

Para o processo de derivatizagdo muitos estudos concentraram seus esfor¢os na
bromacdo (TAREKE et al., 2002; AHN et al., 2002; CASTELO 1993; CASTLE et al.,
1991; ONO et al.,, 2003) entretanto, ap6s a publicacdo do estudo de Yamazaki e
colaboradores (2012) condicBGes Otimas para derivatizacdo de AA com xantidrol foram
alcancadas, além da diminuicdo do tempo gasto com essa etapa e utilizacdo de temperatura
mais balanceada (FRIEDMAN et al., 2003; ZOKAEI et al., 2016).

Ratsamisomsi e colaboradores (2016) evidenciaram comparativamente 0
desempenho analitico das duas derivatizacdes (bromacdo e xantidrol) em termos de faixa
linear, sensibilidade e precisdo, encontrando para 0 método com o xantidrol menor tempo
de andlise e maior sensibilidade com menor limite de quantificacdo. Dessa maneira 0s
autores preferiram o método com xantidrol para derivatizacdo de acrilamida em amostras

de batata frita.

3.5. Avaliacéo de risco
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Desde que os altos teores de AA foram encontrados em produtos alimenticios
comerciais a discussdo sobre os possiveis riscos em relagdo a saide humana relacionados a
esta exposicdo alimentar intensificou-se. Arisseto e Vicente (2015) relatam que as
informacdes disponiveis sobre as manifestacdes adversas da AA e seu principal metabolito
(GA) indicavam que toxicidade reprodutiva, genotoxicidade e carcinogenicidade em
estudos em animais constituiam potenciais riscos para a saide humana.

Em seu estudo Neri (2004) destaca que a AA ndo se trata de um contaminante
intencional que provoque efeito imediato apds exposicdo aguda, e atrelado a isto,
quantificar o risco a satde a partir de um contaminante fruto de reacfes entre nutrientes, o
qual estd sendo ingerido ha varias décadas, é dificil. Claeys e colaboradores (2010)
ressalvam que AA é um possivel carcinégeno genotoxico ao qual se aplica o principio
ALARA ("Tao baixo quanto razoavelmente possivel™), e por isso a abordagem da margem
de exposicdo (MOE) pode dar uma ideia dos riscos associados a sua presenca nos
alimentos. A MOE é a razdo entre um ponto de referéncia definido na curva dose-resposta
para o efeito adverso e o consumo humano, e ndo faz suposi¢cdes implicitas sobre um
consumo “seguro” (EFSA, 2005).

A abordagem da MOE tem sido utilizada em estudos de avaliacdo de risco para
estabelecer prioridades em relacdo a presenca de compostos carcinogénicos em alimentos
(ARISSETO e VICENTE, 2015). Valores baixos de MOE indica uma grande preocupacao
a saude enquanto que valores elevados de MOE indicam pouca preocupacao.

Em funcéo da inexisténcia de um nivel maximo para AA em alimentos a estimativa
de ingestdo desse contaminante é uma saida para se prevé o risco a qual determinada
populacdo estd sendo exposta. A Comissdo Europeia estabeleceu valores indicativos para

este contaminante em varios produtos alimenticios. Esses valores ndo sao limites legais,
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mas pretendem sugerir investigacdes adicionais caso sejam excedidos. O nivel indicativo
para batatas-fritas ¢ de 1000 ng/g =1 pg/kg (EFSA, 2015a).

A quantidade de acrilamida varia ndo s6 com o tipo de alimentos como também
com as porcdes ingeridas, que variam segundo as culturas e as regides. Um alimento pode
ter valores relativamente baixos de acrilamida e ser largamente consumido, tornando-se
assim uma fonte importante de acrilamida numa determinada dieta. Como destaca muito
bem Arisseto e Vicente (2015) estudos epidemioldgicos ndo forneceram evidéncias
consistentes de que a exposicdo da dieta a acrilamida esteja associada ao cancer em
humanos, entretanto as MOEs apontam que a acrilamida deve ser considerada uma alta

prioridade para acOes de gerenciamento de risco.
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4. CONSIDERACOES

A principal questdo inconclusa vinculada a AA se refere a maneira como o teor
deste contaminante em alimentos pode afetar a saide humana. Embora efeitos neurotdxicos
tenham sido documentados em humanos, os riscos associados a carcinogenicidade e
genotoxicidade sdo baseados somente em estudos com animais. Desta maneira, ainda séo
necessarias pesquisas relacionadas ao potencial genotoxico e carcinogénico da acrilamida

em seres humanos.
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RESUMO

A acrilamida (AA) é um contaminante dos alimentos amilaceos, potencialmente
neurotoxico e carcinogénico, formado na reacdo de Maillard, quando estes sdo submetidos
a altas temperaturas. Estudos com animais mostraram que a AA € rapidamente absorvida
por todas as vias de exposi¢cdo, sendo mais rdpida por via digestiva. Dado o grau de
periculosidade e toxicidade para o consumidor a sua deteccdo e quantificacdo revela-se de
grande importancia. Tém sido propostas diferentes metodologias para a sua identificacdo e
quantificacdo, desde que foi divulgada a sua formacdo em alimentos processados
termicamente, como café, cereais matinais, alimentos & base de batata e biscoitos. No
entanto, ndo ha dados na literatura a respeito da ocorréncia de AA em acarajés. Este
trabalho prop6s a adaptacdo de metodologias analiticas para a quantificacdo da AA em
amostras de acarajé e batata frita, validacdo da metodologia para as referidas matrizes e
avaliacdo de risco a saude com base na ingestdo destes alimentos. A d3-acrilamida,
marcada isotopicamente, foi utilizada como padréo interno. O método envolveu a extracao
com isooctano e acetonitrila, seguido por concentracéo e derivatizagdo com o xantidrol. A
analise por cromatografia gasosa com espectrometria de massas (GC-MS) foi utilizada no
modo de monitorizacdo de ions seletivos. De acordo com as condig¢Ges estabelecidas, 0s
limites de deteccdo e quantificagdo foram de 3 e 10 pg/L, respectivamente. As recuperagdes
variaram entre 98 e 104%. O metodo analitico proposto foi aplicado a dezoito amostras de
acarajés comercializados na cidade de Salvador, Brasil, e nove amostras de batatas fritas de
trés cadeias de fast-food. Os teores de AA variaram entre 16,4 e 49,9 pg/kg nos acarajés
dos diversos pontos de venda. Na batata frita, observaram-se diferencas significativas nos
teores de AA de acordo com a rede fast-food, com valor minimo de 48,9 e méaximo de

414,0 pg/kg. O risco foi estimado para um consumo de AA superior a 1 pg/kg pc por dia,
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sendo traduzido em valor MOE de 10.000 de acordo com EFSA. Assim, 0 consumo
semanal de uma porcéo de batata frita com alto teor de AA como observado neste estudo,
pode representar uma preocupacdo a saude (MOE 1866). Por outro lado, o consumo
exagerado de acaraje, trés ou mais unidades por semana também pode estar associado a este

exposi¢do em longo prazo.

Palavras-chaves: Acrilamida, acaraje, batatafrita, CG-MS, risco a saude.
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1. INTRODUCAO

O processamento de alimentos que utilizam técnicas realizadas em altas
temperaturas, como fritar e assar envolve problemas de segurancga alimentar, uma vez que
substancias prejudiciais geradas como parte da reacdo de Maillard podem ser formadas e
ingeridas. Em 1994, a International Agency for Research on Cancer (IARC) classificou a
AA como “provavel carcindgeno para humanos” (Grupo 2A), com base na possibilidade de
exposicao industrial a este composto e sua potencial ingestdo na agua e fumaca de tabaco
(IARC, 1994). Desde entéo, cientistas em todo 0 mundo iniciaram estudos sobre a presenca
de AA em alimentos e a investigar sobre sua toxicidade. Estudos publicados a partir de
2002 relataram que a reacdo de Maillard é uma das principais vias de formacdo da
acrilamida (AA) (BIEDERMANN et al. 2002; BECALSKI et al. 2003; MOTTRAM et al.
2002; STADLER et al. 2002). Tareke e colaboradores (2002) divulgaram a descoberta da
formagéo de acrilamida em alimentos processados a altas temperaturas e desde entéo
investigacOes sobre a formacdo da AA (2-propenamida) nos mais diversos tipos de
alimentos tém sido desenvolvidas (CAPUANO e FOGLIANO, 2011).

A acrilamida (CsHsNO) é um solido incolor, inodoro, de baixo peso molecular
(ZOKAEI et al., 2016) formado em alimentos principalmente pela reacdo de asparagina
com acucares redutores (especialmente glicose e frutose) como parte da reacdo de Maillard
(ARISSETO et al.,, 2008). Tal formacdo ocorre principalmente sob altas temperaturas
(geralmente acima de 120 ° C) e baixa umidade (CODEX Alimentarius, 2009). Esta
molécula atraiu a atencdo devido a sua toxicidade para animais e humanos (CASTLE e
ERIKSSON, 2005), pois possui um grupo carbonila a, B-insaturado, com reatividade
eletrofilica, que pode reagir com grupos nucledfilos de moléculas biolégicas, e contribuir

para efeitos toxicos ao sistema nervoso e reprodutivo de homens e animais (WHO 1994). A

45



reacdo da AA com proteinas é extensa e 0s produtos desta reagdo sdo utilizados como
biomarcadores da sua presenga (EFSA 2015).

Para a determinagdo da AA em alimentos, diversos métodos cromatograficos
séo propostos, sendo que alguns estudos utilizam a bromacdo para derivatizacdo da AA e
posterior andlise por cromatografia gasosa (TAREKE et al. 2002;0NO et al. 2003;
HAMLET et al. 2004; PITTET et al. 2004; ZHANG et al. 2007). No entanto, a partir de
2012, com o estudo de Yamazaki e colaboradores, o uso do xantidrol como agente
derivatizante passou a ser considerado nos experimentos (MOLINA-GARCIA et al., 2015;
ZOKAEI et al., 2016; LUO et al., 2016; YOSHIDA et al., 2017).Yamazaki e colaboradores
(2012) enfatizam que no procedimento de bromacdo existe a obtencdo de derivados
instaveis e a deteccdo inconsistente, o que ndo acontece com o derivado xantilico obtido
através do xantidrol. O método proposto consiste em passos muito mais simples e mais
curtos quando comparado com o precedente (bromacéo); além disso, os produtos quimicos
utilizados no método de bromacdo sdo perigosos, geram vapores de mau cheiro e envolve
uma etapa final critica para remover cuidadosamente o excesso de brometo, prejudicial para
as fases estaciondrias das colunas de cromatografia gasosa, enquanto o xantidrol nédo
apresenta essas desvantagens (MOLINA-GARCIA, et al., 2015; ZOKAEI, et al., 2016).

Em 2005, o Joint Expert Committee on Food Additives da FAO/WHO (JECFA)
estimou a ingestdo de AA em 0,3 a 2,0 pg/kg de peso corporeo por dia (ug/kg pe/dia) para
consumidores médios e entre 0,6 a 5,1 pg/kg pc/dia para grandes consumidores, com base
nos dados de ingestdo submetidos por 17 paises do mundo, com excegdo de paises da
América Latina e Africa. No mesmo ano e a partir dos dados avaliados, o JECFA
estabeleceu que a ingestao de 1,0 pg/kg pc/dia de AA poderia ser utilizado para representar
o consumo médio e 4,0 pg/kg pc/dia para grandes consumidores. Em 2015, a European

Food Safety Authority (EFSA) classificou a AA como provavel carcindgeno, de modo que
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0s niveis de exposicdo alimentar sdo preocupantes em relacdo a maneira como este
contaminante pode afetar a saide humana. Estudos para avaliar se a exposi¢do a acrilamida
através da ingestdo de alimentos que a contenham representam um risco para uma
populacdo, tém grande relevancia, j& que sua formagdo pode ocorrer em diversos grupos
alimentares. Um relatorio da EFSA sobre o monitoramento dos niveis de AA nos alimentos
mostrou que batatas fritas, produtos de panificacdo e café eram as trés principais categorias
de alimentos que continham maiores niveis de AA e que também eram os principais
contribuintes para a exposi¢éo de adultos a este subproduto (HU et al., 2015).

O acarajé (um bolinho elaborado com feijdo fradinho (Vigna unguiculata)
descorticado, cebola ralada e sal) é frito por imersdo em 6leo de palma bruto, em
temperaturas que podem atingir até 200 °C (ALMEIDA et al., 2017). Considerado
patriménio imaterial do Brasil (IPHAN, 2005), e bastante consumido na Bahia, é servido
em porgdes individuais de cerca de 100 g em média, podendo ou ndo ser acompanhados de
recheio (vatapa, camarao, caruru e salada), e comercializados largamente no Estado pelas
baianas de acarajé, sobretudo na capital, Salvador (CURVELDO, et al., 2011). De acordo
com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) Salvador tem
2.921.087 habitantes, sendo que cerca de 5 mil desses habitantes sdo comerciantes de
acarajé (BRASIL, 2016). Por outro lado, as batatas fritas sdo muito apreciadas pelos
consumidores e muitos estudos sobre niveis de AA em batatas fritas ja foram realizados
mundialmente, porém nenhum estudo sobre niveis de AA em acarajés foi encontrado. Em
funcdo do amplo consumo dessa iguaria, combinado ao elevado teor de proteinas do feijao
fradinho (Vigna unguiculata) (MOUTALEB et al.,, 2017) e o0 modo de preparo dos
bolinhos, observou-se a necessidade de uma exploracdo maior acerca desse alimento, a fim

de fornecer informac@es para a populagéo sobre a formacéao de acrilamida em acarajés.
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Este estudo propOs investigar a ocorréncia de AA em acarajés e batatas fritas
comercializados em Salvador, Bahia, utilizando o xantidrol como agente derivatizante. A
validacdo da metodologia e a quantificacdo ocorreram por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-MS). Foi também elaborada uma avaliacdo de risco do
consumo destes produtos, contribuindo para aumentar o conhecimento existente sobre este

alimento tipico e de valor imaterial.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes e Equipamentos

Acrilamida (99%, 01700), padréo interno (d3-acrilamida em solugdo ~500 mg/L em
acetonitrila, 72834), xantidrol (9-hidroxanteno, 98%, 252573) e dietilenoglicol (99%,
H26456) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Isooctano (2,2,4-
Trimethylpentane) foi obtido da Macron (Estados Unidos), acetonitrila, metanol grau
cromatografico e acido cloridrico (32%) da J. T. Baker (Michigan, Estados Unidos), acetato
de etila da Mallinckrodt (Califérnia, Estados Unidos). Cloreto de sodio (>99,5%) foi
adquirido da Exodo Cientifica (S&o Paulo, Brasil). Agua ultra-pura (18,2 MQ.cm) foi
preparada por um sistema de purificacio PURELAB Option-Q (High Wycombe, Reino
Unido).

A moagem das amostras foi realizada em moinho elétrico (Cadence, MDR302,
Brasil) com passagem por peneira granulométrica de 24 Mesh (Tamis, Bertel, Brasil). A
homogeneizacao foi realizada em vértex Mixer Labnet modelo VX-200 (Analitica, Brasil)
e as centrifugacdes foram feitas em Centrifuga Eppendorf modelo 5430/ 5430 R (Osterode,
Alemanha). Um banho ultrassénico Unique modelo (Offenburg, Alemanha) foi utilizado. A
concentracdo foi realizada em concentrador, acoplado a bomba de vacuo, Modelo RVC 2-
18 (Christ, Alemanha). A derivatizacdo foi realizada num banho de 4gua com temperatura
controlada (Novatécnica, Brasil).

Um cromatografo a gas Perkin Elmer, modelo Clarus 500, equipado com um injetor
split-splitless e acoplado a um detector seletivo de massa Perkin EImer, modelo Clarus 500
(Palo Alto, CA, USA), foi usado para analise de AA, e utilizou-se uma coluna modelo
DB5-MS (5% de difenil e 95% dimetilsilicone 50m x 0,25mm x 0,25 um) (J&W Scientific,

USA) para separacdo analitica.

49



Para a condugcdo da metodologia deste estudo foi realizada a compilacdo de
metodologias analiticas estabelecidas anteriormente a fim de elaborar a estratégia que
melhor se adequasse as amostras e a determinacdo de AA nas mesmas. Dessa forma, para a
extracdo da gordura das amostras de acarajés e batatas fritas foi utilizado o isooctano como
solvente extrator de acordo com o estabelecido por Russo e colaboradores (2014), também
foi seguido o0 que estes autores estabeleceram para a extracdo de AA. Foram realizadas
pequenas alteracdes de volume, massa e adicdo de etapas descritas em detalhes na sessé@o
2.4 (Tratamento de amostras). A etapa de derivatizacdo foi baseada no que estabeleceram

Yamazaki e colaboradores (2012).

2.2 Preparo das solugdes

Foi preparada uma solucéo estoque de AA (1,0 mg/mL), dissolvendo 100,0 mg do
padrdo em 100 mL de agua ultra pura. As solucdes de trabalho de AA (1, 10 e 100 pg/mL)
foram preparadas por diluicdo da solucdo estoque em metanol. Como a solucéo de padréo
interno adquirida estava diluida em acetonitrila, a solu¢do de 40 pg/mL de d3-acrilamida

utilizada foi obtida por dissolucédo direta em acetonitrila.

2.2.1 Elaboracdo da Curva Analitica

Para a elaboragdo da curva analitica aliquotas das solugdes trabalho foram
transferidas para tubos de vidro com tampa de rosca com selo de Teflon®, contendo 1,0
mL de metanol, 25 pL de solugdo padréo interno (40 pg/mL) e 100 pL de solugdo de
dietilenoglicol (10%). Cada ponto da curva de calibragdo com adicdo de padréo foi
preparada adicionando aliquotas de solugGes de trabalho de acrilamida em sete diferentes

tubos de vidro. As quantidades de acrilamida adicionadas foram 0,02, 0,05 e 0,1 ug (20, 50
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e 100 pL de 1 pg/mL), 0,2, 0,5 e 1,0 pug (20, 50 e 100 pL de 10 pg/mL) e 2,0 pg (20 pL de
100 pg/mL), respectivamente. Aos tubos foram adicionados 100 pL de solucéo de xantidrol
(5% em metanol) e 100 uL de solugdo de &cido cloridrico (0,3 mol/L em metanol), seguido
de aquecimento em banho-maria (40°C/2h). Ap0s arrefecimento, o material foi concentrado
até a secura sob vacuo a 40 °C em concentrador rotativo. Posteriormente foram adicionados
5 mL de agua e 2g de NaCl, seguido de extracdo com 2mL de acetato de etila. O
sobrenadante coletado foi transferido para frascos do amostrador automético e conduzido

para analise por GC-MS.

2.3 Tratamento das amostras
As amostras previamente processadas foram estabilizadas a temperatura ambiente e

1,5 g de cada amostra foram pesadas em tubo de vidro de 10 mL com tampa de rosca.
Foram adicionados em seguida, 25 pL da solucdo de trabalho do padrao interno para obter
1 ug de d3-acrilamida e deixados em repouso por 10 minutos.

Primeiramente a cada tubo foram adicionados 3 mL de isooctano, seguido de
agitacdo em homogeneizador do tipo vortex por 3 minutos e centrifugacdo (10.000 RPM
durante 5 minutos). Apds a separacdo, a fase organica foi desprezada e o processo foi
repetido por duas vezes, visando a eliminagdo da gordura presentes na amostra. Em seguida
o analito foi extraido das amostras de acarajé e batata-frita por extracdo liquida com
acetonitrila a temperatura ambiente (RUSSO et al., 2014). Foram adicionados aos tubos 1,5
mL de acetonitrila, agitados no homogeneizador durante trés minutos, colocados em banho
ultrassénico por 5 minutos e centrifugados (10.000 RPM durante 5 minutos). A extracédo foi
realizada por 3 vezes e os sobrenadantes foram combinados e em seguida, 100 pL da
solucdo de dietilenoglicol foram adicionados (RUSSO et al., 2014). Apos agitagdo em
vortex, o extrato foi concentrado a vacuo até secura e conduzido para o0 processo de

derivatizagéo.
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Para a realizacéo da reacdo de derivatizagdo, adicionou-se 1 mL de metanol, 100 pL
de solucédo de xantidrol (5% em metanol) e 100 pL de solucdo de HCI (0,3 mol/L em
metanol). A reacgéo foi conduzida em banho-maria com temperatura controlada a 40 ° C,
em vidro ambar, por 2 horas. Posteriormente, a amostra foi concentrada até a secura sob
vacuo (40°C), seguido da adicdo de 5 mL de &gua e 2 g de NaCl. Para a extracdo, foram
utilizados 2 mL de acetato de etila, que apds agitacdo em vortex e centrifugacdo por 5 min,
2 mL do sobrenadante foram transferidos para frasco do amostrador automatico do CG-

MS.

2.4 Condic0es operacionais (GC-MS)

A identificagdo e quantificacdo da AA nas amostras foram realizadas em um
cromatdgrafo a gas acoplado a um detector seletivo de massa. A separa¢do foi conduzida
em coluna capilar de média polaridade com temperatura inicial do forno programada para
60°C, aumentando 10°C/min. até 280°C, permanecendo por 10 min. O gas hélio 99,9997%
foi utilizado como gés de arraste a um fluxo de 1,0 mL/minuto, a temperatura do injetor foi
programada em 250°C e 1 pL da amostra foi injetada no modo splitless, usando o
amostrador automatico.

O detector foi operado no modo de ionizacdo por impacto de elétrons (70 eV) e
monitoramento de ions seletivos (SIM), com temperatura da fonte programada para 250 °C
e linha de transferéncia em 280 °C. Os derivados da AA (xantil-acrilamida) e do padrdo
interno (PI, d3-xantil-acrilamida) foram monitorados com os ions m/z 251 e 210,
respectivamente. Os dados gerados foram analisados utilizando o software TotalChrom,
sendo os espectros de massas dos compostos comparados com os da biblioteca “NIST” do

equipamento e com o0s do padrdo analitico de AA.
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2.5 Amostragem

Para andlise de acrilamida, os bolinhos de acarajé foram obtidos diretamente das
vendedoras (baianas de acarajé) em seis bairros diferentes da cidade de Salvador (Bahia,
Brasil). Foram selecionados para coleta os bairros onde estdo localizados os pontos de
venda com maior frequéncia de consumo na cidade. Em cada local de comercializacéo,
foram adquiridos trés bolinhos da mesma baiana, sendo as amostras codificadas em BA-A a
BA-F. As amostras de batatas fritas foram adquiridas nas trés principais redes de fast-food
da cidade, aqui denominadas FFA, FFB e FFC. Foram adquiridas trés por¢des padréo de
batatas fritas com cerca de 100 g. Todas as amostras foram acondicionadas em sacos de
coleta e transportadas para o laboratério. Imediatamente, ao chegar ao laboratério, as
amostras foram trituradas em moinho elétrico, passadas em peneira granulométrica de 24
Mesh e armazenadas em freezer. O peso médio obtido de cada grupo de amostras esta

descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Peso médio (n=3) das amostras de batata frita e acarajé por origem (rede fast-

food ou local de comercializag&o, respectivamente).

Batata Frita Acarajés
Origgm FFA _ FFB __ FFC BA-A BA-B BA-C BAD BAE BAF
Massa 1064 1101 1077 1341 1077 1515 1081 1113 842
(9)
Média
DP(x) 4.4 6.2 4.0 54 8.4 8.4 35 15 99
Média 108,1+1.9 116,2+23 5
Total

2.6 Avaliacdo do risco de consumo de batatas fritas e acarajés

A avaliagéo de risco deste estudo teve como objetivo considerar a probabilidade de
ocorréncia dos possiveis efeitos adversos a salde associados ao consumo destes alimentos
contendo acrilamida. A partir dos pesos médios das porcOes de acarajés e batatas fritas e os

niveis de ocorréncia do contaminante nestas amostras, este estudo estimou a ingestdo de
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AA. Foram considerados trés cenarios, consumo de uma por¢do de batata frita por semana
com teor de AA elevado (0,414 ug/g) cenario 1 (C1); consumo de uma por¢do de batata
frita por semana com teor baixo (0,045 pg/g) de AA o cenario 2 (C2); e o cenério 3 (C3), 0
consumo de um acarajé por semana com teor correspondente a média de AA entre todos 0s
seis locais de comercializagdo amostrados.

A pesquisa de campo efetuada por Borges e colaboradores em 2008 sobre 0s
consumidores de acarajé foi aplicada a 156 pessoas no centro da cidade de Salvador
(Pelourinho, Comeércio e Avenida Sete de Setembro) e no bairro do Rio Vermelho, onde
estdo localizados trés dos mais famosos tabuleiros de acarajés da cidade. Neste instrumento
de pesquisa também foi identificado a idade, sexo, nivel social e econémico, e preferéncia
dos consumidores, porém nao foi estabelecido o consumo alimentar médio de acarajé por
dia. Dessa forma, a partir dos dados deste estudo, adotou-se o peso médio do bolinho de
acarajé como 116 g e dividiu-se pela frequéncia de ingestdo de acarajé para obter o
consumo alimentar médio (g/dia). Na Tabela 3 estdo descritos os percentuais em relacdo a

frequiéncia de consumo de acarajés.

Tabela 2. Percentual de consumo de acarajés em relacdo a frequéncia, adaptado de

BORGES (2008).

Frequéncia de ingestéo % de Consumo alimentar
de acarajé entrevistados médio (g/dia)

1 vez por semana 39,10 16,6
2 vezes por semana 20,51 33,1
3 vezes por semana 7,05 49,7
4 vezes ou mais 3,85 66,3
1 vez por més 2,56 3,9
Raramente 24,36

N&o consomem 2,56
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A ingestdo foi estimada de acordo com o estabelecido por Arisseto e colaboradores
(2008) e Esposito e colaboradores (2017): multiplicando-se o valor médio de consumo do
alimento (batata frita e acarajé) pelo valor mediano do teor de acrilamida encontrado nestes
alimentos e por fim, o resultado foi dividido pelo peso corporal, de acordo com a seguinte
formula: (peso corporeo médio de 70 kg foi adotado para expressar os resultados em pg/kg

de peso corporeo por dia ou pg/kg pc/dia)
ID=CxQ/PC
Onde:
ID = ingestdo diaria de AA (ug/kg de peso corporal/dia)
C = concentracdo de AA observada nas amostras (ug/g).
Q = consumo alimentar médio per capita (g/dia).

PC = peso corporal individual (kg de peso corporal).

Como nenhum dado sobre grandes consumidores batatas fritas foi disponibilizado
pela Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF), do IBGE (2011), para estimar a exposicao
de grandes consumidores a acrilamida o valor de ingestdo de médios consumidores €é
multiplicado por trés. Esta abordagem é sugerida pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), em seu documento de orientagdo para o estudo de ingestdo de contaminantes em
alimentos — Guidelines for the Study of Dietary Intake of Chemical Contaminants (WHO,
1985). Entretanto, neste estudo, para representar a ingestdo de acrilamida devido ao

consumo de batata frita, adotou-se o consumo de uma por¢do por semana (peso médio 108

9).

2.6.1 Margem de exposic¢ao

55



Para avaliar os riscos a salde derivados da exposi¢do a AA ingerida junto com 0s
alimentos, valores de margens de exposicdo (MOEs) foram calculados através da relagdo
entre dose de referéncia toxicoldgica e os niveis estimados de ingestdo, como sugerido pelo
JECFA (FAO/WHO, 2005). Para avaliar o quanto a ingestdo de acrilamida devido ao
consumo de batata frita e acarajé representa preocupacao para os brasileiros, as MOES neste

estudo foram calculadas seguindo-se a formula:

MOE = BMDLy,/ ID

Onde:

MOE = margem de exposi¢do (adimensional)

BMDL 0= limite de confianca inferior da dose de referéncia para uma resposta de referéncia de 10%
(ng/kg de peso corporal/dia)

ID = ingestdo diaria de AA calculada acima (ug/kg de peso corporal/dia)

O valor de BMDL g para a AA considerado para a estimativa de risco carcinogénico
¢ de 170 pg/kg de peso corporal/dia. Este valor foi derivado de evidéncias experimentais de
adenocarcinomas de glandulas enddcrinas em ratos, conforme relatado pela EFSA (EFSA,

2015).

2.7 Andlise Estatistica

Os dados foram em expressos em pg de AA/kg das matrizes analisadas. Os
resultados foram descritos como média, DP, minimo e maximo. Para testar diferenca entre
as concentragdes de AA nos diferentes grupos de matrizes (Redes de fast-food para as
batatas fritas e Local de comercializagdo para os acarajés) foi usada a anélise de variancia
(ANOVA). O grau de significancia de p<0,05 foi utilizado para o teste de Tukey. Os dados

foram processados usando o software Statistica® versdo 7.0 (STATISTICA, 2004).

56



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Escolha e compilacdo do método

Os alimentos sdo considerados matrizes complexas principalmente por serem
formados por diferentes compostos que podem reagir quimicamente entre si. Assim, a
identificacdo e quantificacdo de analitos nessas matrizes requer a avaliacdo da seletividade
do método empregado. Russo e colaboradores (2014) citam Delatour e colaboradores
(2004) destacando a dificuldade de quantificagdo de AA em matrizes ricas em interferentes,
evidenciando o importante papel desempenhado pela matriz da amostra. Norouzi e
colaboradores (2018) relataram a importancia do emprego da etapa de preparacdo de
amostra que proporciona eliminar muitas interferéncias da matriz amostral como a gordura.
Segundo as revisOes de literatura acerca da determinacdo da acrilamida (KERAMAT et al.,
2010; ORACZ et al., 2011; TEKKELI et al., 2012), que abordam as diferentes
metodologias analiticas desenvolvidas desde 2004, o método por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) tém sido amplamente utilizado devido a sua
sensibilidade e robustez, mas ainda assim, exige que as etapas de extracdo e derivatizacdo
sejam criteriosas. Por muito tempo a bromacdo foi um método de derivatizacdo
amplamente utilizado (PITTET et al., 2004; SOARES et al., 2006; ZHANG et al., 2006).
Entretanto, alguns autores (YAMAZAKI et al., 2012; WENZL et al., 2013; MOLINA-
GARCIA et al., 2015) a consideraram complexa, cara e laboriosa, além de afirmarem que o
derivado gerado pode ser termicamente instavel e adsorvente devido aos grupos de amida
remanescentes. Dessa forma e baseado em trabalhos que utilizaram o xantidrol como
reagente derivatizante (TSUKAKOSHI et al.,, 2012; YAMAZAKI et al.,, 2012; LIM e
SHIN, 2013; MOLINA-GARCIA et al., 2015; RATSAMISOMSI et. al.,2016; ZOKAEI et
al., 2016; YOSHIDA et. al., 2017,), as amostras foram desengorduradas com isooctano

em trés etapas, e a acetonitrila foi utilizada como solvente extrator (RUSSO et al., 2014). O
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xantidrol foi utilizado como agente derivatizante pois reage com o grupo amida da AA para
formar um composto estavel em meio &cido sob condic¢des de aquecimento (LIM e SHIN,
2013).

Os cromatogramas dos ions totais (TIC) e os cromatogramas dos ions especificos
(SIM, da sigla em Inglés, Single lon Monitoring) m/z 251 e 210, de uma amostra real de

batata frita contendo 360 + 20,0 mg/kg de AA, sdo mostrados na Figura 1.

-
1004 ) - fon 251 - AA
10t

lon 210 - d3AA

Figura 1. Cromatograma de ions totais (SIR) e cromatogramas de xantil-acrilamida

e xantil-d3-acrilamida (P.1.) (Tr. 17, 87) em amostra de batata-frita.

3.2. Derivatizacao

Segundo Yamazaki e colaboradores (2012), o xantidrol era comumente utilizado
como reagente de identificacdo em ensaios de ureia, eritromicina e outros antibidticos. Lim
e Shin (2013) encontraram as condic¢Bes reacionais Otimas de AA com xantidrol por 30
minutos a temperatura ambiente, usando HCI a 0,05 M. Em 2015, Molina-Garcia e
colaboradores por meio de um projeto estatistico otimizaram as condigdes experimentais
para derivatizar a AA, concluindo que a reacdo deveria ocorrer a 40°C, durante 50 minutos,

com uma quantidade de 1,65 mL de agente de derivatizacdo(xantidrol5% em metanol). Para
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um estudo de determinacdo de acetamidas em carne bovina e leite, Vismeh e colaboradores
(2018) afirmaram que a reagdo entre xantidrol e acetamida sob condigdo 4cida teve 15-20%
maior rendimento e melhor reprodutibilidade a 40°C em comparagdo com a temperatura
ambiente de 25 °C. Zokaei e colaboradores (2016) avaliaram a quantidade de reagente e o
tempo de derivatizacdo, estabelecendo 40uL de xantidrol e 40 minutos como a resposta
mais alta para o método. J& Elahi et. al. 2019 utilizaram 60uL de xantidrol, 2 mL HCL (1
mol/L) e 30 minutos de reacdo. Dessa forma, a partir das referéncias citadas, o presente
estudo conduziu a reacdo de derivatizacdo a 40°C, com 100 pL de xantidrol (5% em
metanol) por 2h, ao abrigo da luz.

Na Figura 2 as reacGes ocorridas sdo ilustradas e a reacdo com a acrilamida

deuterada segue apresentada na mesma figura.

i
H_ ,OH H_ HN X
h / N, :
I >c C
HsC\/\NH * —
) 0 o)
Acrylamide Xanthydrol Xanthyl-acrylamide
0
||
3
ot XD— XD
d,-Acrylamide Xanthydrol Xanthyl-d acrylamide

Figura 2. Visdo geral do principio de derivatizagdo com xantidrol. Fonte: Molina-

Garcia et al., 2015 e Vismeh et al., 2018.

3.3. Deteccédo por cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas

(GC-MS)
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Os espectros de massas dos derivados de xantidrol com a AA e com a d3-acrilamida
séo apresentados na Figura 3 A e Figura 3 B respectivamente. Yamazaki e colaboradores
(2012) utilizaram os dados dos relatérios de referéncia do Instituto Nacional de Estudos
Ambientais do Japdo (NIES) para identificar o pico relevante nos espectros, ja que € um
tanto dificil determinar o pico correspondente no cromatograma de ion total do produto
derivado, baseando a quantificacdo no ion molecular m/z 251. Também utilizando o ion
molecular m/z 251, Lim e Shim em 2013 indicaram que tal ion diagnosticava o derivado
correspondente a xantil-acrilamida. Assim como os dois estudos citados anteriormente,
neste estudo a detecgdo foi realizada pelo modo de monitoramento seletivo de ions (SIR)
com o ion molecular m/z 251, usado como ion de quantificacdo da AA. Para o padréo
interno (d3-acrilamida), o ion monitorado foi 0 m/z 210, como igualmente utilizaram
Yamazaki e colaboradores (2012) que relataram a escolha de tal ion preferivel em relacéo
ao ion de massa m/z 237, pois este ultimo sofre influéncia devido a AA nativa na matriz

amostral.
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Figura 3 A. Espectro de massas de acrilamida.
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Figura 3 B. Espectro de massas de d3-acrilamida.

Uma juncdo representativa dos cromatogramas SIR de uma amostra de batata frita é
mostrada na Figura 4 A e de acarajé na Figura 4 B. Nas condicdes estabelecidas no presente
estudo, o pico de acrilamida foi eluido num tempo de retencdo em torno de 17,86 minutos

(temperatura do forno aproximadamente a 280 °C).
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Figura 4 A. Cromatogramas SIR de amostras de batatas fritas analisadas.
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Figura 4 B. Cromatogramas SIR de amostras de acarajés analisados.

3.4 Valida¢do do método analitico
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O desempenho analitico do método sob condi¢bes étimas foi validado através do
estudo de linearidade (coeficiente de correlagdo), limite de deteccdo (LOD), limite de
quantificacdo (LOQ), precisdo (desvio padrdo relativo) e exatiddo por recuperacdo. Os

resultados estdo resumidos na Tabela 3.

Tabela 3. Resultados quantitativos de acrilamida em amostras acarajés e batatas

fritas.
Parametros Resultados
Equacao de regressao @ y=1,615 (+0,0611) x + 0,018 (+0,0132)
Numero de pontos 6
rb 0,992
LOD (pg/L)°© 3
LOQ (ng/L) ° 10
RSDr (%)° 5,13
Recuperagéo (%) 98-104

8y = A (+ erro padrdo) x + B (xerro padrdo) de trés repeticdes; Pcoeficiente de

determinacéo; ¢ Limite de Deteccdo; ¢ Limite de quantificacdo; ¢ Desvio padréo relativo.

3.4.1 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada utilizando solucdes padrdo de calibracéo,
elaboradas com a mesma metodologia para as amostras. Constituida por seis pontos (0,01;
0,025; 0,05; 0,1; 0,25 e 1 pg/mL de AA) realizados em triplicata, uma aliquota fixa da
solucéo de trabalho de d3-acrilamida (P.I., 40 pg /mL) foi adicionado a cada tubo. A curva
de calibracdo foi obtida pelo procedimento de regressao linear, plotando as razdes de &rea

de AA/d3-AA versus concentracao.
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De acordo com a RDC n°166, de 24 de julho de 2017 da ANVISA que dispde sobre
a validacao de métodos analiticos, o coeficiente de correlacdo (r) deve ser superior a 0,990
para ser usado como critério de aceitacdo da linearidade da gama de trabalho utilizada, tal
critério foi sempre cumprido ao longo dos varios ensaios e para a curva de calibracdo do
presente estudo o r foi de 0,9964. Além disso, o coeficiente de determinacéo (r?) obtido foi
de 0,992 (Tabela 3) resultado este em concordancia com valores encontrados por Russo e

colaboradores (2013) e Zokaei e colaboradores (2016).

3.4.1.1 Efeito matriz

Conforme descrito no Manual de garantia da qualidade analitica para residuos e
contaminantes em alimentos do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA) (BRASIL, 2011) o efeito matriz € um estudo de seletividade que tem por objetivo
averiguar possiveis interferéncias causadas pelas substancias que compdem a matriz
amostral gerando, basicamente, fenbmenos de diminui¢do, ou ampliacdo, do sinal ou
resposta instrumental.

De acordo com a RDC n° 166 (ANVISA, 2017) o efeito matriz deve ser
determinado por meio da comparagdo entre as curvas de calibracdo construidas como
padrdo do analito em solvente e com a amostra fortificada com o padrdo do analito. Ainda
segundo tal resolucdo, as curvas devem ser estabelecidas para os mesmo niveis de
concentragdo, utilizando, no minimo 5 concentracGes diferentes e em triplicata.O critério
adotado para verificar a existéncia do efeito matriz é a avaliacdo do paralelismo entre as
curvas relativas ao analito em solvente e a amostra fortificada com o analito, além da
verificacdo de diferenca significativa entre os coeficientes angulares das curvas de
calibracdo. No presente estudo a influéncia da matriz batata frita foi analisada nas duas

curvas de calibragdo com seis pontos de concentracGes diferentes, em triplicata.
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A Figura 5 mostra os resultados obtidos a partir da juncédo destas curvas, ilustrando
0 intercepto e as inclinagcBes das curvas de calibracdo em que é possivel identificar a
presenca da interferéncia dos constituintes da matriz por meio da perpendicularidade das

retas.

1.2

y =1.9238x - 0.0432
R*=0.9871

@ Curva analitica sem a matriz

Area

P

M Curva analitica COM a matriz

y =1.6153x + 0.0181
R?=0.9929

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

-0.2
ug/L

Figura 5. Avaliacdo das curvas analiticas e equacdes resultantes

Uma vez identificado o efeito matriz, com a construcdo das curvas em amostras de
batatas fritas, o método de adi¢do-padrao foi empregado para as analises de acrilamida em

acarajés e batatas fritas.

3.4.2 Precisao (repetibilidade)

A precisdo foi avaliada por meio do calculo do desvio padrdo relativo da
repetibilidade (RSDr%) com base em nove determinacdes (em matriz fortificada de batata
frita), que contemplaram o intervalo linear do método analitico, ou seja, as trés
concentragOes: baixa, média e alta, em trés réplicas em cada nivel, conforme preconizado

pela RDC n° 166 de 2017. As respectivas concentragdes foram: 0,025; 0,1 e 0,25 pg /mL. O
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valor RSDr% obtido neste estudo foi de 5,13% (Tabela 4), valor similar ao encontrado por

Nouruzi e colaboradores (2018) de 5,4%.

3.4.3 Limite de deteccao (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ)

Os limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) foram calculados pela
relacdo sinal-ruido (S/R) (Tabela 4). Tais parametros foram estimados como a concentragédo
minima de analito proporcionando razfes S/R de 3:1 para o LOD e 10:1 para 0 LOQ. Uma
série de solucdes diluidas com concentracdo conhecida do analito foram injetadas no GC-

MS ¢ 0os LOD’s ¢ LOQ’s obtidos foram de 3 e 10 pg/L, respectivamente.

3.4.4 Recuperagao

A exatiddo expressa pela relacdo entre a concentracdo média, determinada
experimentalmente na matriz batata frita, e a concentragdo tedrica correspondente variou
entre 98 e 104%, corroborando com a faixa de 84 a 105% encontrada por Molina-Garcia e
colaboradores (2015); assim como os valores de 97 a 106% encontrados por Galuch e
colaboradores (2019) e Elahi e colaboradores (2019) que encontraram valores para a

recuperacao entre 89 a 95%.

3.5 Aplicacdo do método em amostras de batatas fritas e acarajés

O método foi aplicado com sucesso na determinagdo de AA nas amostras de acarajé
e batata frita comercializadas na cidade de Salvador, Bahia. O procedimento de extragéo e
derivatizacdo descrito no presente estudo foram utilizados para todas as amostras, que
foram analisadas em triplicata e os resultados expressos em média + desvio padrdo. O

intervalo para amostras de acarajé se manteve entre 10 e 110 pg/kg e para as batatas fritas
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de 32 a 680 ug/kg, como mostrado na Tabela 5. A distribuicdo dos teores de AA nos dois
grupos de alimentos esta apresentada no grafico de caixas na Figura 6.

As comparagdes entre as médias de concentracdo de AA entre as trés redes de fast-
food indicaram diferenca significativa entre a FFA e FFB bem como entre FFB e FFC,
enquanto que as redes FFA e FFC ndo apresentaram diferenca significativa entre si.

Os teores de AA encontrados nas amostras de alimentos deste estudo variaram de 10
ug/kg a 680 pg/kg, estando essas quantidades em concordancia com estudos anteriores que
relatam concentragOes de AA, em diferentes matrizes alimentares, como o intervalo de 60
ng/kg a 90 ug/kg encontrado em batatas fritas (Zokaei e colaboradores), 160 a 290 pg/kg de
AA em amostras de pdo (Nourouzi e colaboradores) e 0,05 ug/kg a 420 pg/kg para

biscoitos (Elahi e colaboradores).

Tabela 4. Teores (ug/kg) médios, DP, minimo e maximo de AA nas amostras de
batatas fritas por redes de fast-food (FF) e acarajés por local de comercializacdo (BA) em
Salvador, Bahia.

Matriz alimentar Média + DP Min. - Méax p-valor
FFA 319,9 46,4 233 — 442
FFB 48,9 10,5 32-65 <0,001
FFC 414,0 1114 293 - 680
BA-A?2 19,9 15,5 10 -60
BA-BP 49,9 16,9 20-90
BA-CP 45,7 13,9 30-110
BA-D? 20,0 7,6 10 -40 <0,001
BA-EP 40,9 13,1 20-80
BA-F2 16,4 6,3 10 -40

Resultados expressos como média * desvio padrdo (DP) de trés unidades amostrais. p-valor

ANOVA diferenca das médias dentro dos grupos. **Sem diferenca estatistica entre si.
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Em 2016 a Food and Drug Administration (FDA) emitiu uma orientacdo final para a
indUstria de alimentos a fim de ajudar produtores, fabricantes e operadores de servigos
alimenticios a tomar medidas para reduzir os niveis de AA em certos alimentos.
Anteriormente a esta data estudos realizados encontraram valores maiores para 0s maximos
de concentracdo de AA, como é o caso de Yamazaki e colaboradores (2012) que
apresentam o intervalo de 120 a 910 ug/kg para amostras de batatas fritas, Molina-Garcia e
colaboradores (2015) que relatam de 218 até 1260 ug/kg de AA em batatas fritas, e Ferrer-
Aguirre e colaboradores (2015) que encontraram a faixa de 105 a 860 pg/kg deste
contaminante em seis amostras de batatas fritas. Este comparativo chama atencdo ao
verificar os anos de realizagcdo dos estudos, indicando que nas pesquisas mais recentes 0s
teores de AA encontrados nos alimentos tém sido mais baixos. Isto pode ser um indicativo
de que medidas de prevencdo para a formagdo de AA nos alimentos, como as sugeridas
pelo arquivo emitido pela FDA em 2016, estejam sendo tomadas por parte dos produtores e
manipuladores de alimentos, ja& que a formacdo deste composto é facilmente influenciada

pelo teor de agucar presentes nas matérias-primas e pelo tempo e temperatura de cozedura.
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Figura 6. O gréfico de caixas mostra a distribuicdo dos teores de Acrilamida em

batata frita por rede de fast-food (a) e em acarajé por local de comercializacéao (b).
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3.6 Avaliacdo do risco de consumo de alimentos com AA

Com o objetivo de avaliar a possivel preocupacdo a satde publica em funcdo do
consumo de acarajés e batatas fritas, devido a provavel exposicdo a AA, a ingestdo de
acrilamida (1A) foi calculada com base na relacdo entre o consumo destes alimentos e a
concentracdo da AA detectada nas amostras coletadas na Cidade do Salvador, Bahia. Como
citado por Costa e colaboradores (2018), se a estimativa da dose de exposi¢do ao elemento
de consumo alimentar for superior a dose de referéncia, assume-se que 0 risco nao
carcinogénico pode ocorrer para a salde da populacdo do estudo, devido ao consumo dos
alimentos, entretanto, até 0 momento, nenhuma dose de referéncia ou nivel méximo para
AA em alimentos foi estabelecida. Em contrapartida, a Comissdo Europeia estabeleceu
“valores indicativos” para este composto em varios géneros alimenticios. Esses valores ndo
sdo limites legais, mas apenas pretendem sugerir investigagcdes adicionais caso os valores
sejam excedidos. O nivel indicativo de acrilamida em alimentos é de 1 ug AA/kg pc
(EFSA, 2015).

Consoante ao descrito, as margens de exposicdo (MOE) foram estimadas para
avaliar se 0 consumo de acarajés e batatas fritas pode representar uma preocupagao quanto
a efeitos carcinogénicos. De acordo com o relatorio da EFSA (2005), o valor que deve ser
considerado sem preocupacdo para as pessoas € de MOE 10.000, relativo a
carcinogenicidade. Além disso, como a MOE € inversamente proporcional ao consumo de
AA, ¢é importante ressaltar que quanto menor o valor de MOE, maior é a preocupagdo. Na
Tabela 6 sdo apresentados 0s parametros encontrados para cada um dos cenarios
estabelecidos neste estudo. No cenéario 1 (C1), consumo de uma por¢do de batata frita
semanalmente com alto teor de AA (FF C), pode representar uma preocupacdo dado que a
MOE calculada é 1866. No entanto, 0os dados mostram no C2 (cenario 2) que o consumo de

uma porcdo semanal de batata frita com baixo teor de AA (FF B), ndo representa uma
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preocupacdo consideravel, uma vez que a MOE calculada é maior que 10.000 o limite de

seguranca da EFSA.

Tabela 5. Cenérios de exposicao para avaliacdo de risco de ingestdo de AA.

Parametros C1 C2 C3
(AA elevado BF)  (AAbaixo BF) (AA Acarajé)
C (ug AA/Q) 0,414 0,049 0,032
Q (g/dia) 15,4 15,4 16,6
PC (kg de peso corporal) 70 70 70
ID (pg/kg de peso corporal/dia) 0,0911 0,0108 0,0076
BMDLo(png/kg de peso corporal/dia) 170 170 170
MOE 1.866 15.740 22.368

C: concentracdo de AA observada nas amostras; Q: consumo alimentar médio per capita; PC: peso corporal
individual; ID: ingestdo diaria de AA; BMDL1o: limite de confianca inferior da dose de referéncia para uma
resposta de referéncia de 10%; MOE: margem de exposigao.

Dessa maneira, os resultados de ingestao diéria para batatas fritas encontrados neste
estudo, podem ultrapassar o nivel indicado pela EFSA para alimentos (1 pg AA/kg pc). No
que tange ao consumo de acarajé e exposi¢cdo a acrilamida, o consumo semanal de um
bolinho (com cerca de 100g) nédo representa um risco carcinogénico. Contudo, baseado
nesses dados, ndo seria recomendavel consumir mais que dois bolinhos semanalmente
(>200g). O consumo de trés bolinhos por semana (>300g), por um individuo de 70 kg,
representa uma ingestdo diaria de cerca 49,7 g de acarajé, que seria traduzido numa MOE
de quase 7.500, representando, portanto, uma preocupacao a longo prazo.

Tais dados coadunam com estudo de Wyka e colaboradores (2015), que avaliaram a
exposicdo dietética a acrilamida em um grupo de adolescentes de um ambiente urbano,
encontrando MOE entre 152 a 3.444 para as ingestdes de 0,09 ug de AA/kg pc/dia para
garotas e 0,13 pg de AA/Kg pc/dia para garotos. Em 2016, Claeys e colaboradores

estabeleceram o valor de 0,35 pg/kg pc/dia a0 comparar dois periodos (2002-2007 e 2008-
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2013) em termos de niveis alimentares de AA e exposicdo alimentar na Bélgica e
encontraram MOE de 3.461 para neurotoxicidade.

Esposito e colaboradores (2017), que avaliaram a ingestdo de AA em seis grupos de
consumidores divididos de acordo com a idade e 0 consumo de batatas fritas, relatam que
apesar dos niveis de acrilamida detectados nos alimentos a base de batatas sejam variaveis,
a contribuicdo da ingestdo de batatas fritas ndo é insignificante; e, por isso, devem ser
estabelecidos valores indicativos para niveis de acrilamida em alimentos e regulamentos
sobre niveis maximos de AA devem ser emitidos.

As diferencas observadas em relacdo a ingestdo de AA podem estar relacionadas
aos hébitos alimentares diversos dos locais em que os estudos foram conduzidos. E
importante salientar que as consideracOes feitas neste estudo podem ter subestimado os
resultados pelo fato de ser considerado apenas o consumo de batatas fritas e acarajés. A
ingestdo total da AA recebe a contribuicdo de outras fontes alimentares consumidas na

dieta do ser humano, a exemplo de torradas, biscoitos, café, chocolate, etc.

4. CONCLUSOES

Na presente pesquisa, a acrilamida foi identificada e quantificada com eficiéncia. Os
dados de validagdo mostraram que esta complilacdo de métodos exibiu boa precisdo e
exatiddo. Na etapa de preparacdo da amostra, a complexidade do componente da matriz foi
removida e a quantidade presente de analito alvo pdde ser efetivamente extraida em um
curto espaco de tempo. Além disso, foi comprovado que alimentos com concentragdes
baixas de acrilamida podem ser determinados usando este método. Acreditamos que a
unido de metodologias realizada neste estudo é promissora e aplicavel a uma gama de
alimentos, principalmente em iniciativas globais direcionadas a vigilancia e monitoramento

da formacdo de acrilamida em alimentos.
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A avaliagéo de risco baseada na avaliagdo da MOE indicou que o consumo de uma
porcdo de batata frita por semana com alto teor de acrilamida pode representar uma
preocupacdo & salde. Com respeito ao consumo de acarajé, recomenda-se 0 consumo
moderado, ndo mais que duas unidades por semana, pois outros alimentos contidos na dieta
também podem ser fontes de AA. Este estudo demonstrou que, comparativamente, 0 risco
de exposicdo a AA devido ao consumo de batata frita em rede de fast-food é
aproximadamente 12 vezes maior do que o consumo de acarajés comercializados nas ruas
da cidade. Recomenda-se que as redes fast-foods invistam em pesquisa e inovacao,
buscando medidas tecnoldgicas que visem diminuir os teores de AA gerados nas batatas

fritas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Embora a AA contida em alimentos venha sendo estudada desde 2002, a sua
mitigacdo nos mesmos é muito complexa, jA que a formacdo deste contaminante sofre
influéncia de muitas variaveis. Por isso a necessidade de resultados fidedignos sobre
avaliacdo de risco da exposicdo alimentar a acrilamida serve de fundamento para sejam
tomadas medidas de controle da ingestdo de alimentos com elevado teor de AA. A
avaliacdo de risco a salde proposta neste estudo mostrou que ao ingerir tanto batata frita
guanto acarajé o consumidor esta exposto a concentracdes de AA que a longo prazo e,
combinadas a ingestdo de outros alimentos potencialmente carcinogénicos, podem
aumentar as chances de desenvolvimento de processos carcinogénicos.

No decorrer do trabalho constatou-se que a etapa de eliminacdo da agua é crucial
para a quantificacdo, bem como a derivatizacao, assim como em grande parte dos métodos
apresentados na literatura, em que a determinacdo e quantificacdo da AA em alimentos
requerem diversos passos de tratamento da amostra. Dessa forma estes métodos tornam-se
demorados e complexos, dificultando sua aplicacdo em analises de rotina.

Apesar de ja terem sido obtidos significativos progressos nos métodos de
determinacdo da AA em alimentos, a cromatografia gasosa ou liquida acopladas a
espectrometria de massas sdo as técnicas mais utilizadas, considerando o estado da arte,
porém ndo existe um método padronizado internacionalmente para tais determinagoes.
Dessa forma, a continuidade de pesquisas acerca do risco a saude publica associado a
acrilamida € de suma importancia e carece de um programa de intercalibracdo e
proficiéncia interlaboratorial, para que sejam obtidos resultados confiaveis em todo o
mundo, j& que os alimentos que mais contribuem para a formagdo de AA sdo amplamente

consumidos por toda populagdo mundial em maior ou menor extensao.
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ANEXO A

Massa média em gramas das amostras de acarajé e batata frita.
Desv P

Amostra

Massa (g)

CcVv

Acarajé

BA-A

108,2
108,2
1175

5,4

4,8

BA-B

76,6
82,9
93,2

8,4

10

BA-C

1421
154,6
157,9

8,4

5,5

BA-D

136,4
130,1
135,9

3,5

2,6

BA-E

109,6
108,1
106,6

1,5

1,4

BA-F

116,1
110,2
96,8

9,9

9,2

Batata frita

FFA

102,9
111,3
105,1

4.4

41

FFB

107,8
117,1
105,3

6,2

5,6

FFC

111,2
108,3
103,4

4,0

3,7
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ANEXO B

Teor de acrilamida (ug/g) encontrado por amostra.

Batata frita Acarajé
Amostras FFA FFB FFC BA-A BA-B BA-C BA-D BA-E BA-F
037 006 056 001 008 - 001 005 0,01
029 003 031 002 004 005 001l 005 001
029 004 031 004 005 003 002 007 <0,001
023 003 - 0,05 006 004 003 003 001
031 004 044 004 007 004 001 004 0,02
030 007 037 005 007 005 001l 004 002
033 004 042 002 006 005 002 002 002
036 004 068 006 007 003 002 004 002
032 006 051 001l 009 005 002 005 002
0,38 007 - 0,00 007 004 002 005 0,01
033 006 059 000 006 005 002 006 002
034 005 065 001 008 004 001l 003 001
034 005 035 - 0,04 005 001 003 0,02
031 005 041 - 0,04 004 001 002 0,02
026 005 032 - 0,02 005 002 005 0,02
030 0,05 034 - 0,04 005 002 004 001
031 005 050 002 003 005 002 003 001
CongngrAa@ao 028 004 030 002 002 005 002 003 001
/%) 026 004 - 0,02 006 005 003 003 002
032 004 054 002 006 005 003 002 001
032 005 - 0,01 007 006 002 004 001
032 005 030 001 004 005 001l 004 001
032 005 032 002 002 - 0,02 005 0,01
033 004 040 002 004 011 001 003 001
030 006 - - 0,04 004 002 005 0,01
025 006 - - 0,05 0,05 003 004 0,02
025 006 - - 0,04 004 001 005 0,02
031 006 - : 0,04 003 002 004 0,02
029 007 038 00l 004 003 002 003 002
032 006 043 001 005 003 001l 004 001
044 004 043 001 005 003 002 003 001
041 006 038 001 003 005 004 004 002
0,43 032 002 004 004 003 008 0,04
032 004 029 001 005 005 003 005 002
031 003 032 00l 005 005 002 004 002
03 004 - 001 004 005 003 005 0,03
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