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RESUMO

Nos ultimos anos, pesquisas com 3-MCPDE (ésteres de 3-monocloropropano-
1,2-diol), 2-MCPDE (ésteres de 2-monocloropropano-1,3-diol) e GE (ésteres de
glicidol) tem recebido bastante atencdo devido a sua ampla ocorréncia em produtos
alimenticios, sendo uma preocupacdo em relacdo a seguranca de alimentos. Esses
compostos sdo, em geral, considerados substancias toxicas formadas
principalmente durante o processamento/refino de 6leos comerciais. A International
Agency for Research on Cancer — IARC categorizou o 3-MCPD como um "possivel
carcinébgeno humano" e o glicidol como um "provavel carcinbgeno para seres
humanos". O azeite de oliva é um produto muito consumido no mundo inteiro devido
as suas propriedades organolépticas caracteristicas, além dos seus beneficios para
a saude. Porém, os azeites de oliva e misturas contendo azeite de oliva com Gleo de
bagaco de oliva ou outros 6leos vegetais refinados podem ser fonte desses
contaminantes, causando dessa forma uma preocupacdo a saude dos
consumidores. Dessa forma, o objetivo do presente projeto foi determinar os niveis
de 3-MCPDE, 2-MCPDE e GE em amostras comercializadas como azeite de oliva
extra virgem (EVOO), azeite de oliva e 6leo composto (n = 76), através da
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) e
correlacionar os dados obtidos com os parametros de identidade e qualidade. Os
niveis de 3-MCPDE, 2-MCPDE e GE variaram de ndo detectados a 1,16 mg/kg, ndo
detectados a 0,58 mg/kg e nao detectados a 1,98 mg/kg em EVOO,
respectivamente. As amostras comercializadas como azeite de oliva apresentaram
concentracbes de 3-MCPDE que variaram de 0,28 a 3,77 mg/kg, de 2-MCPDE de
0,17 a 1,91 mg/kg e de GE de ndo detectado a 1,88 mg/kg. Para os Oleos
compostos, os niveis de 3-MCPDE encontrados foram de 0,18 a 0,61 mg/kg, de 2-
MCPDE foram de ndo detectados a 0.25 mg/kg e GE de 0.31 a 1.84 mg/kg. Esses
contaminantes foram detectados em 34,8% das amostras comercializadas como
EVOO. Como o processamento de EVOO néo requer o uso de altas temperaturas,
esses ésteres ndo devem estar presentes nesses produtos, indicando uma possivel
adulteracdo com a adicdo de algum tipo de Oleo refinado. De acordo com este
estudo, a determinacdo de 3-MCPDE, 2-MCPDE e GE pode ser utilizada também

como um indicador complementar de adulteracdo de EVOO.
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Contaminantes; ésteres de 3-MCPD; ésteres de 2-MCPD; ésteres de glicidol; azeite

de oliva.
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ABSTRACT

In recent years, research on 3-MCPDE (3-monochloropropane-1,2-diol
esters), 2-MCPDE (2-monochloropropane-1,3-diol esters) and GE (glycidyl ester) has
received attention because of its wide occurrence in food products, being a concern
to food safety. These compounds are considered toxic substances formed mainly
during the processing/refining of oils. The International Agency for Research on
Cancer (IARC) has categorized 3-MCPD as a "possible human carcinogen” and
glycidol as a "probable human carcinogen." Olive oil is a widely consumed product
worldwide due to its characteristic organoleptic properties, in addition to its health
benefits. However, olive oils and blends containing olive oil with olive pomace oil or
other refined vegetable oils may be a source of these contaminants, being a concern
to consumers health. The objective of the present project was to determine the levels
of 3-MCPDE, 2-MCPDE and GE in samples commercialized as extra virgin olive oil
(EVOO), olive oil and oil blend (n = 76), using gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS) and correlate the data obtained with the parameters of identity
and quality. Concentrations of 3-MCPDE, 2-MCPDE and GE ranged from not
detected to 1.16 mg/kg, not detected to 0.58 mg/kg and not detected to 1.98 mg/kg in
EVOO, respectively. The samples commercialized as olive oil presented
concentrations ranging from 0.28 to 3.77 mg/kg for 3-MCPDE, from 0.17 to 1.91
mg/kg for 2-MCPDE and from not detected to 1.88 mg/kg for GE. For oil blends, 3-
MCPDE levels were from 0.18 to 0.61 mg/kg, 2-MCPDE levels were from not
detected to 0.25 mg/kg and GE ranged from 0.31 to 1.84 mg/kg. These contaminants
were detected in 34.8% of samples commercialized as EVOO. As the processing of
EVOO does not require the use of high temperatures, these esters should not be
present in these products, indicating that they were probably adulterated with the
addition of some types of refined oil. According to this study, the determination of 3-
MCPDE, 2-MCPDE and GE can also be used as a complementary indicator of
adulteration of EVOO.

Key words:

Contaminants; 3-MCPD esters; 2-MCPD esters; glycidyl esters; olive oil.
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INTRODUCAO

A formacédo de compostos toxicos durante o processamento de alimentos tem
recebido atencédo nas ultimas décadas pelo fato de colocar sob suspeita alimentos
amplamente consumidos pela populacdo e considerados seguros ou até mesmo
saudaveis.

Os ésteres de 3-monocloropropano-1,2-diol (3-MCPD), 2-monocloropropano-
1,3-diol (2-MCPD) e glicidol sdo contaminantes potencialmente toxicos, formados
principalmente durante o refino de 6leos vegetais quando esses sdo submetidos a
altas temperaturas. A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (International
Agency for Research on Cancer - IARC) classificou o 3-MCPD como possivel
carcindgeno e o glicidol como provavel carcinégeno (IARC; 2000, 2012). Uma vez
gue o processamento de azeite de oliva extra virgem ndo requer o uso de altas
temperaturas, ndo sdo esperadas quantidades significativas de ésteres de 3-MCPD,
2-MCPD e glicidol, a menos que o produto tenha sido adulterado com a adicéo de
um oleo vegetal refinado.

O azeite de oliva extra virgem é um produto de alto valor agregado e que
apresenta alto valor nutricional e beneficios significativos em termos de saude. O
azeite de oliva virgem é obtido do fruto da oliveira somente através de processos
mecanicos ou outros meios fisicos. Quando este esta impréprio para o consumo, é
considerado como lampante. O 6leo de bagaco de oliva refinado € definido como o
produto obtido através do tratamento do bagaco de frutos da oliveira, com solventes
ou outros tipos de tratamentos fisicos. Este produto deve obrigatoriamente ser
refinado e ndo deve ser designado como "azeite de oliva".

Para ampliar ganhos econdémicos, os azeites de oliva extra virgem tem sido
objeto de varios tipos de adulteracdes. As mais comuns s&o as misturas do azeite de
oliva extra virgem com azeite de oliva de qualidades distintas, como o azeite de oliva
virgem, lampante, refinado e o 6leo de bagaco de oliva. E ainda, outra adulteracéo
comum € a adicdo de outros Oleos vegetais de valor comercial inferior (Aued-
Pimentel et al., 2008; Meira et al., 2014).

As adulteracbes que até o momento eram formas de lesar o consumidor para

obter vantagem econdmica, passam a ter outro significado. Tendo em vista a



toxicidade associada aos ésteres de 3-MCPD, 2-MCPD e glicidol, a questédo
acrescenta um potencial risco a saude da populacao.

Neste contexto, o0 objetivo geral do presente projeto foi realizar um
levantamento dos niveis de ocorréncia de ésteres de 3-MCPD, 2-MCPD e glicidol em
azeites de oliva extra virgem, azeites de oliva e 6leos compostos, avaliando se ha
correlagdo desses contaminantes com os parametros de identidade e qualidade
estabelecidos para azeite de oliva pela legislacdo brasileira (teor de acidos graxos
livres, indice de peroéxidos, extingdo especifica a 232 e 270 nm, delta K, composicao

em &cidos graxos e estigmastadienos).
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OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo realizar um levantamento dos niveis
de ésteres de 3-MCPD, 2-MCPD e glicidol em azeites de oliva e misturas contendo
azeite de oliva comercializadas no Brasil e correlacionar com o0s principais
parametros de identidade e qualidade, de acordo com a Instrucdo Normativa 1, de

30 de janeiro de 2012 e confrontar sua denominacao de venda.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Validar o método oficial da AOCS Cd 29a-13 (Firestone, 2014a) para
quantificacdo de ésteres de 3-MCPD, 2-MCPD e glicidol.

o Determinar os niveis de ésteres de 3-MCPD, 2-MCPD e glicidol em azeites de
oliva extra virgem, azeites de oliva e 6leos compostos.

o Avaliar indicios de adulteracdo em azeites de oliva extra virgem através da
determinacdo dos parametros de identidade e qualidade (teor de acidos graxos
livres, indice de peroxidos, extingdo especifica a 232 e 270 nm, delta K,
estigmastadienos e composi¢cdo em acidos graxos).

o Verificar a existéncia de correlacdo entre a presenca dos ésteres de 3-MCPD,

2-MCPD e glicidol e parametros de identidade e qualidade para azeite de oliva.



CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

3-MCPD, 2-MCPD e glicidol

Os cloropropandis sdo considerados contaminantes formados durante o
processamento de alimentos, tendo lipideos e cloretos como precursores. Os
clororopandis sdo compostos derivados do glicerol e sdo estruturalmente formados
por alcoois e didis de trés carbonos ligados a um ou dois atomos de cloro. Entre eles
estdo o 3-MCPD (3-monocloropropano-1,2-diol) e o 2-MCPD (2-monocloropropano-
1,3-diol) (Seefelder et al., 2011; Svejkovska et al., 2004). O glicidol, por sua vez, é
um composto organico que esta relacionado a formacdo e decomposicao do 3-
MCPD e do 2-MCPD e forma ésteres com os &cidos graxos durante o refino de 6leos
vegetais (EFSA, 2016).

Em 1978, Velisek e colaboradores descobriram que os cloropropandis
poderiam ser formados em proteina vegetal hidrolisada durante a sua reacdo de
hidrolise com acido cloridrico (Velisek et al., 1978). O acido cloridrico utilizado na
hidrolise reage com o residual de lipideos presente na proteina levando a formacao
dos cloropropandis, principalmente o 3-MCPD, em quantidades maiores, e 0 2-
MCPD, em quantidades menores. Apds a descoberta, varios estudos sobre a
ocorréncia de 3-MCPD foram realizados demonstrando que os cloropropandis sao
contaminantes que também podem ser formados a partir do processamento
industrial ou doméstico de outros alimentos como produtos de panificacdo (como
paes, bolos e donuts), peixes, queijos e carnes (Stadler, 2015).

O 3-MCPD foi avaliado pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer
(International Agency for Research on Cancer — IARC) em 2012, tendo a agéncia
classificado o composto na categoria 2B, como possivel carcinégeno humano. Com
base em estudos toxicologicos em animais, 0os 0rgaos mais afetados pelo 3-MCPD
sdo os rins, causando nefropatia, hiperplasia tubular e adenomas. Além disso, foi
observado que o 3-MCPD tem a capacidade de afetar a fertilidade e pode levar a
supressdao da funcéo imunoldgica (IARC, 2012).



Em 2016, o Instituto Nacional de Saude Publica da Holanda realizou uma
avaliagdo preliminar da exposicdo alimentar ao 3-MCPD no pais, através da
ingestdo diaria toleravel (TDI) para este contaminante estabelecida pela EFSA. A
TDI é uma estimativa da quantidade de uma substéancia que pode ser ingerida
diariamente durante toda a vida sem riscos a saude. Os grupos de alimentos como
bolos e biscoitos, margarina, 6leos e gorduras foram identificados como os que mais
contribuem para a exposicdo a esse contaminante. O Instituto avaliou também os
grupos etarios mais baixos, mostrando que na faixa etaria entre dois e seis anos,
cerca de 18% das criangas apresentaram um valor de ingestdo que excedia a TDI
para o 3-MCPD de 0,8 mg/kg de peso corpéreo/dia. As criancas de sete anos foram
as que apresentaram o maior nivel de exposicéo, estando 35% delas acima da TDI
(Becking et al., 2007; Boon & te Biesebeek, 2016).

Quanto ao 2-MCPD, ha indicios de que ele ndo é genotoxico, tendo sido
observado que seu efeito colateral é diferente dos apresentados pelo 3-MCPD
(Schilter, 2011). Em um estudo em ratos conduzido durante 28 dias, foi observado
gue o 2-MCPD produziu efeitos téxicos qualitativa e quantitativamente diferentes dos
produzidos pelo 3-MCPD. Os 6rgdos mais afetados foram os masculos do coragéo e
0 musculo estriado, também sendo observado o efeito toxico nos rins e figado. O
nivel sem efeitos adversos (NOAEL) é a dose determinada experimentalmente do
maior nivel que ndo provoca alteracdo detectavel de morfologia, crescimento,
desenvolvimento ou vida média. O NOAEL observado para o 2-MCPD foi de 2 mg/kg
peso corpoéreo/dia, entretanto ainda néo foram estabelecidos parametros de ingestéao
segura devido a insuficiéncia de dados decorrente do nimero limitado de estudos
com o 2-MCPD (Gaylor, 1992; Larsen, 2009; Marchesini apud Schilter et al., 2011).

O glicidol na sua forma livre apresenta propriedades carcinogénicas e
genotoxicas, tendo sido classificado pela IARC (2000) na categoria 2A como um
"provavel carcinégeno para seres humanos”. Em estudos realizados em varias
espécies de animais, foram observados efeitos toxicos do glicidol em diversos
orgdos como o cérebro, testiculos, rins, pulméo, figado, glandulas mamaérias, pele e
no sistema imunolégico (Irwin et al., 1996; National Toxicology Program apud
Schilter et al., 2011).

Nenhuma TDI pode ser estabelecida para os ésteres de glicidol. Para a
avaliacdo de risco destes ésteres, a EFSA utilizou a Margem de Exposicao (MOE).
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Essa abordagem determina o nivel de preocupag¢do e compara a margem entre 0s
niveis dos ésteres de glicidol que causam céncer em animais e 0s niveis de
exposicdo humana estimados. A EFSA concluiu que a exposicdo a esse
contaminante aumenta a preocupacdo com a saude de bebes e criancas,
principalmente de bebes que possuem uma dieta apenas de formulas infantis. Existe
também uma preocupacdo com o0s grupos de adolescentes, adultos e idosos que
possuem altos niveis de exposicao através da dieta (EFSA, 2012, 2016).

Foi relatado recentemente que o0s cloropropanois, em especial 0s
cloropropanodiodis (MCPD), estdo presentes em alguns produtos alimenticios ndo
apenas em sua forma livre, mas também na forma esterificada. Estudos envolvendo
a forma esterificada de MCPD e glicidol tém sido realizados nos ultimos anos devido
a sua ampla ocorréncia em produtos alimenticios, sendo uma preocupacdo em
relacdo a seguranca de alimentos, principalmente em relagdo a sua presenca em

Oleos e gorduras comestiveis (Stadler, 2015).

Esteres de 3-MCPD e 2-MCPD

O 3-MCPD (Figura 1) ndo esta presente nos alimentos apenas em sua forma
livre, mas também na forma de monoésteres e diésteres em concentracdes muito
mais elevadas (Zelinkova et al., 2006). Os monoésteres ainda podem ser divididos
em 1- e 2-monoésteres de 3-MCPD, de acordo com a posi¢cdo da cadeia de acido

graxo (Seefelder et al., 2011).

0] 0]
4 7
CH,— OH CH,—O—C—R CH,—OH o CH,—O0—C . R
| | | / | /
CH—OH CH—OH CH—O0—C—R CH—0—C —R
CH,—ClI CH,—Cl CH,—Cl CH,—Cl
3-monocloropropano-1,2-diol 1-monoéster de 3-MCPD 2-monoéster de 3-MCPD Diéster de 3-MCPD

(3-MCPD)

Figura 1. Estruturas quimicas da forma livre do 3-MCPD e de seus ésteres (R = grupo

alquila)



Os ésteres de 2-MCPD (Figura 2) podem ser categorizados em mono e
diésteres de acordo com os grupos hidroxilas da molécula estarem parcialmente ou
totalmente esterificados com os acidos graxos (Seefelder et al., 2011).

0] 0]
Vi //
CH,— OH CH,—O—C—R CH,—O0—C—R
CH—CI CH—CI CH—CI
| | | Va
CH,—OH CH,—OH CH,—O0O—C—R
2-monocloropropano-1,3-diol Monoéster de 2-MCPD Diéster de 2-MCPD

(2-MCPD)

Figura 2. Estruturas quimicas da forma livre do 2-MCPD e de seus ésteres (R = grupo

alquila)

A European Food Safety Authority (EFSA) avaliou os MCPDs e seus ésteres
em 2013 e 2016 e reportou que os estudos até entdo realizados indicam que 0s
efeitos toxicos apresentados pelos ésteres de 3-MCPD sdo os mesmos da sua
forma livre (EFSA, 2013; 2016). A TDI para o 3-MCPD e seus ésteres foi alterado de
0,8 pg/kg pc/dia para 2,0 ug/kg pc/dia pelo painel sobre contaminantes da EFSA em
2017. E o Comité Conjunto FAO/OMS de Especialistas em Aditivos Alimentares
(JECFA) estabeleceu uma TDI de 4,0 ug/kg pc/dia (EFSA, 2016, 2017; JECFA,
2016).

Ensaios in vitro mostraram que os ésteres de 3-MCPD e 2-MCPD sao
hidrolisados através de um modelo de suco entérico contendo lipase pancreatica. E
de acordo com estes ensaios, os ésteres de 2-MCPD foram clivados mais
eficientemente do que os ésteres de 3-MCPD (Schilter et al., 2011). Seefelder e
colaboradores (2008) realizaram um estudo demonstrando que in vitro a lipase
pancreatica utiliza os ésteres de 3-MCPD como substratos e logo em seguida ocorre
a hidrolise dos ésteres. Em estudos com células Caco-2 como modelo in vitro celular
do intestino humano, os ésteres de 3-MCPD e 2-MCPD, foram hidrolisados
eficientemente pelas células Caco-2 em algumas horas, apesar desse ensaio néo
conter lipase pancreatica (Buhrke et al., 2015).

Os efeitos toxicolégicos dos ésteres de 2-MCPD, por sua vez, ainda nao
estdo bem definidos devido a quantidade limitada de dados disponiveis sobre esse

contaminante (Ermacora & Hrncifik, 2014b; Seefelder et al., 2011).
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Os precursores e condi¢des para a formacgdo dos ésteres de 3-MCPD e 2-
MCPD séo cloro, glicerol, acilgliceréis, temperatura e tempo. Segundo Rahn e
Yaylayan (2011), a formacdo dos ésteres de 3-MCPD pode ocorrer através de
quatro mecanismos diferentes. Dois dos mecanismos envolvem um ataque
nucleofilico direto pelo ion cloreto no atomo de carbono da molécula de glicerol,
carregando um grupo éster ou um grupo hidroxila protonado. Nos outros dois
mecanismos ocorre a formacdo de compostos reativos intermediarios, tais como um
ion aciloxénio ou um anel epoxido formando glicidol antes do ataque nucleofilico
pelo ion cloreto.

Estudos observaram que pode acontecer um processo de transformacgao
bidirecional entre o 2-MCPD e o 3-MCPD, ndo s6 em suas formas livres, mas
também na forma esterificada, através do glicidol como intermediario e na presenca
de ions cloreto (Ermacora & Hrncirik, 2014c; Rahn & Yaylayan, 2011; Weil3haar &
Perz, 2010).

A presenca de ésteres de 3-MCPD em alimentos processados foi relatada
primeiramente em 2004, quando 20 amostras de diversos tipos de alimentos
comercializados em Praga foram analisadas (Svejkovska et al., 2004). Estudos
realizados desde entdo indicam que os ésteres de 3-MCPD estdo presentes em
grandes concentragdes principalmente em 6leos, gorduras e alimentos contendo
elevada quantidade de fragdes lipidicas (Ermacora & Hrncifik, 2014a; Jedrkiewicz et
al., 2016; Zelinkova et al., 2006).

Estudos mostram que a formacdo de ésteres de 3-MCPD em alimentos
processados deve ocorrer assim como ocorre na sua forma livre, através da reacao
entre lipideos e cloretos, sendo que essa reagdo € favorecida em Oleos vegetais
refinados (Calta et al., 2004; Seefelder et al., 2011). No processo de fabricacdo da
maioria dos Oleos e gorduras comestiveis, estes precisam ser submetidos a um
processo de refino que tem como objetivo a remocéo de pigmentos, acidos graxos
livres, fosfolipideos e outros compostos que podem afetar a qualidade final do
produto. E principalmente nessa etapa que os ésteres de 2-MCPD, 3-MCPD e
glicidol sdo formados, mais especificamente na etapa de desodorizacdo, que
consiste na destilacdo por arraste de vapor das substancias volateis utilizando altas

temperaturas, uma vez que em temperaturas que excedem 200°C ocorre uma maior



incidéncia dos niveis dos ésteres de 3-MCPD nesses produtos (Becalski et al., 2015;
Hrncirik & Van Duijn, 2011; Li et al., 2016a).

Na formacdo dos ésteres de MCPD, os triacilglicerois sdo considerados o0s
intermediarios predominantes na etapa da desodorizagcdo em temperaturas entre
180 e 270°C (Hrncirik & van Duijn, 2011; Matthaus et al., 2011). Foi observado que a
quantidade de ésteres de 3-MCPD aumenta com a elevagéo da temperatura de 160
a 220°C, sendo que os ésteres de 3-MCPD sé&o formados em maiores quantidades a
220°C. E a medida que a temperatura € elevada de 220 para 250°C, ocorre uma
diminuicdo desses niveis, possivelmente devido a decomposicdo dos ésteres de 3-
MCPD (Li et al., 2016b).

Zelinkova e colaboradores (2006) relataram quantidades significativas de
ésteres de 3-MCPD variando de 300 até 2462 ug/kg em oleos refinados, inclusive
em azeites de oliva refinados, sendo que em 6leos virgens foram detectados niveis
relativamente baixos desses ésteres.

Os ésteres de 2-MCPD tém sido encontrados em diversos produtos
alimenticios e representam cerca de um terco do total de ésteres de MCPD
presentes (Ermacora & Hrngifik, 2014b; Seefelder et al.,, 2011). Em estudo de
Seefelder e Schilter (2009) foi analisada uma grande variedade de 6leos refinados
que apresentaram valores de ésteres de 2-MCPD menores que 150 pg/kg (Seefelder
& Schilter apud Larsen, 2009). Jedrkiewicz et al. (2016), avaliaram amostras de
O0leos comestiveis, 6leo de peixe e margarina comercializadas na Polénia e
verificaram a presenca de ésteres de 2-MCPD e 3-MCPD nos produtos que haviam
passado por algum processo de refino. Os ésteres ndo foram detectados em
amostras de 6leos prensadas a frio e néo refinadas.

Oleos provenientes de frutos, como a oliva e a palma, apresentam uma maior
tendéncia a formacdo desses contaminantes do que o0s Oleos extraidos de
sementes. Esse fato pode ser devido a presenca de ions cloreto oriundos da polpa
desses frutos, o que pode ser tanto proveniente de ocorréncia natural quanto devido
aos fertilizantes utilizados no campo (Smidrkal et al.; 2016; Stadler, 2015). Além
disso, Oleos provenientes de polpas tém um alto teor de agua e lipases, que
produzem por hidrélise, acilgliceréis durante 0 manuseio e armazenamento dos
frutos. Os acilglicer6is podem entédo tornar-se os precursores dos ésteres de 3-
MCPD (Calta et al., 2004; Zelinkova et al., 2006).
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Esteres de Glicidol

Os ésteres de glicidol passaram a ser detectados em 0leos refinados apos a
investigacao de resultados discrepantes de métodos analiticos para a determinagao
dos ésteres de MCPD. Durante o preparo de amostra em metodologias em que é
utilizado o cloreto, quando este é adicionado, os ésteres de 3-MCPD sao formados a
partir dos ésteres de glicidol através da abertura do anel epdxido e entrada do cloro
na estrutura. Dessa forma, os ésteres de glicidol sdo identificados juntamente com
os ésteres de 3-MCPD inicialmente presentes (Larsen, 2009; Rahn & Yaylayan,
2011; WeilBhaar & Perz, 2010).

O glicidol (2,3-epdxi-1-propanol) é formado por uma molécula de glicerol
contendo os grupos funcionais epoxido e alcool (Figura 3). Como o glicidol tem
apenas um grupo hidroxila, este composto forma apenas monoésteres. Os ésteres
de glicidol sdo encontrados em quantidades elevadas em 0Oleos vegetais e gorduras
refinados, sendo formados durante a etapa de refino (EFSA, 2016; Larsen, 2009).
Em oleos e gorduras refinados, os ésteres de glicidol foram encontrados em niveis

semelhantes aos dos ésteres de 3-MCPD (Kuhlmann, 2011).

CHZ\ CHZ\
o o
CH” CH”
O
| | %
CH,— OH CHZ*O*C*R
Glicidol Ester de glicidol

Figura 3. Estruturas quimicas da forma livre do glicidol e de seu éster (R = grupo alquila)

As rotas de formacdo dos ésteres de 3-MCPD e do glicidol sdo diferentes,
sendo que para os ésteres de glicidol, as condicdes durante a etapa de
desodorizacéo e os niveis de diacilglicerois influenciam de maneira significativa. Os
ésteres de glicidol podem ser formados a partir de diacilgliceréis a altas
temperaturas através do rearranjo intramolecular, seguido pela consequente
eliminacdo de &cidos graxos livres. Os ésteres de glicidol também podem ser
formados durante a hidrélise de monoacilglicerbis, porém estes ultimos sé&o

removidos durante a desodorizacdo do Oleo tornando sua contribuicdo para a
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formacdo desses contaminantes praticamente desprezivel. Além disso, estudos
sugerem que a formacdo de ésteres de glicidol é acelerada quando os niveis de
diacilglicerdis em oleos refinados excedem 3-4 % do total de lipideos (Destaillats et
al., 2012; Craft et al., 2012a).

A temperatura e o tempo de exposicao influenciam a formacéo dos ésteres de
glicidol. Em estudo realizado por Hrncirik e Duijn (2011), foi reportado um aumento
dos niveis de ésteres de glicidol, ao aumentar a temperatura de 180 a 230°C durante
a etapa de desodorizacdo. Em outro estudo realizado por Craft e colaboradores
(2012b), foi visto que em temperaturas abaixo de 180°C néo ocorre a formagéo dos
ésteres de glicidol e em temperaturas acima de 230-240°C a formacédo dos ésteres é
extensa.

Ainda ndo ha muitos dados quanto aos efeitos toxicos dos ésteres de glicidol.
De acordo com dados disponiveis, os ésteres de glicidol apresentam uma menor
genotoxicidade quando comparado a sua forma livre (FSCJ, 2015). Porém, no
sistema digestivo humano o glicidol pode ser liberado quase que completamente de
seus ésteres. Em um estudo com ratos, a neurotoxicidade do glicidol foi observada
apo6s 28 dias de tratamento com uma ingestdo de 200 mg/kg pc/dia (EFSA, 2016).

Em estudo realizado na Holanda em 2013, Ermacora e Hrndifik reportaram
uma média de 1,13 mg/kg de ésteres de glicidol em amostras de azeites de oliva.
Becalski e colaboradores (2015) encontraram uma média de 0,52 mg/kg desses
ésteres em amostras de azeite de oliva do Canada, porém estes ndo foram
detectados em nenhuma das 6 diferentes marcas de azeite de oliva extra virgem

analisadas.

Azeite de oliva

O azeite de oliva consiste no 0leo obtido exclusivamente do fruto da oliveira
Olea europaea L. E um produto muito consumido no mundo inteiro devido as suas
propriedades organolépticas caracteristicas, seu alto teor de acidos graxos
monoinsaturados e suas propriedades antioxidantes (Van Durme & Vandamme,
2016).

O azeite de oliva virgem é formado por uma fragcdo saponificavel e outra
insaponificavel. A fracdo saponificavel € composta majoritariamente de triacilgliceréis
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~98%), seguida pelos acidos graxos livres, monoacilgliceréis e diacilgliceréis. O
acido graxo presente em maior abundancia no azeite é o acido oleico (C18:1) que
representa aproximadamente 70% do total de acidos graxos, seguido pelo palmitico
(C16:0), linoleico (C18:2), estearico (C18:0), palmitoleico (C16:1), e outros em
guantidades menores como o linolénico (C18:3) por exemplo. A alta quantidade de
acido oleico é importante uma vez que esse acido graxo é menos susceptivel a
oxidacdo quando comparado aos acidos graxos poli-insaturados que predominam
nos outros 6leos, favorecendo dessa forma a estabilidade do azeite. A composicao
de acidos graxos nos azeites pode variar dependendo da zona de producédo, do
clima, da variedade da oliva e do estagio de maturacado do fruto (Boskou et al., 2006;
Owen et al., 2000). Os diacilglicerbis presentes no azeite de oliva, por sua vez,
representam de 1 a 2,8% do total de acidos graxos, e 0s monoacilglicerois
representam menos de 0,25% (Boskou et al., 2006).

A fracdo insaponificavel é rica em hidrocarbonetos, carotenoides e clorofila
(ambos conferindo tonalidades esverdeadas e amareladas ao azeite), fosfatideos,
esterdis, tocoferdis, polifendis (responsaveis pelo sabor amargo, adstringente e
picante), vitaminas, compostos volateis e arométicos. Os compostos antioxidantes
estdo associados aos efeitos benéficos a saude, como a reducédo da incidéncia de
cancer e doenca de Alzheimer (Boskou et al., 2006; Oliveira et al., 2008; Pefialvo et
al., 2016).

O consumo de azeite registrado entre 2016 e 2017 no Brasil foi de 59,5 mil
toneladas, sendo que os paises que mais consomem o produto séo a lItalia (514,0
mil toneladas), Espanha (457,2 mil toneladas) e Estados Unidos (315,0 mil
toneladas) (COI — International Olive Council, 2017b).

O Brasil ndo possui producao expressiva de azeite de oliva, portanto, importa
praticamente todo o produto que consome. Atualmente o pais € o terceiro maior
importador de azeite de oliva do mundo, sendo que nos ultimos 5 anos houve um
aumento de 60% nas importacdes do produto (COIl, 2011). As importacdes
brasileiras de azeite de oliva e 6leo de bagaco de oliva tém aumentado 19% ano-a-
ano. No que diz respeito as importacdes que o pais realiza, 84% provém de paises
europeus, sendo 57% de Portugal, 20% da Espanha, 6% da Italia e 1% da Grécia.
Os 16% restantes provém da Argentina (9%), Chile (6%) e outros paises (1%).

Atualmente, 87% do azeite de oliva importado € da categoria de azeite virgem ou
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extra virgem, 12% de azeite de oliva e apenas 1% de Oleo de bagaco (COI —
International Olive Council, 2017a).

No Brasil existem algumas regides de cultivo nacional de oliveiras e producéo
de azeite de oliva, que possuem microclimas favoraveis a cultura, dentre elas estéao
a Serra da Mantiqueira nos estados de Minas Gerais e Sdo Paulo e também no Rio
Grande do Sul e Santa Catarina, e Parana (Workshop de Azeite de Oliva, 2017).

Para a producdo de azeite de oliva, € recomendada que a colheita das
azeitonas seja realizada quando estas estiverem com a maxima maturacéo, ja que
nessas condi¢des produzem o azeite de melhor qualidade e o percentual de 6leo no
fruto € maior. As azeitonas colhidas das arvores e as recolhidas do solo devem ser
separadas e o0 transporte, extracdo e armazenamento devem ser realizados
separadamente pois os produtos finais terdo qualidades distintas. Os azeites
produzidos a partir dos frutos colhidos das arvores apresentam indice de acidez e
perdxidos baixos e maior qualidade sensorial quando comparados aos azeites
produzidos a partir das azeitonas recolhidas do solo (Ojeda, 2006).

As etapas de elaboracdo do azeite de oliva, segundo Ojeda (2006), incluem
0 preparo da pasta através da moagem e batimento; prensagem e centrifugacao
para a separacdo das fases sdlida e liquidas (matéria seca, azeite e agua);
separacdo de fases liquidas através da decantacdo natural e centrifugacao;
armazenamento e maturacdo do azeite.

A Resolucdo RDC n°270 da ANVISA (Brasil, 2005) e a Instrucdo Normativa
n°1, de 30 de janeiro de 2012 do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
(MAPA) definem os tipos de azeite de oliva e 6leo de bagag¢o como:

e Azeite de oliva é o produto obtido exclusivamente dos frutos da oliveira (Olea
europaea L.), excluindo os 6leos obtidos através de solventes, reesterificacao
e/ou qualquer mistura com outros tipos de 6leos.

e Azeite de oliva virgem é definido como o produto obtido do fruto da oliveira
somente através de processos mecanicos ou outros meios fisicos, em
condi¢des térmicas que ndo levam a alteracdo do azeite, e que ndo tenha
sido submetido a outros tratamentos além da lavagem, decantacéo,
centrifugacéo e filtracéo.

e Oleo de bagaco de oliva refinado € definido como o produto obtido através do

tratamento do bagaco de frutos da oliveira (Olea europaea L.), com solventes
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ou outros tipos de tratamentos fisicos, excluidos os Oleos obtidos por
reesterificagcdo ou qualquer mistura de outros tipos de 6leos. Este produto
deve obrigatoriamente ser refinado e ndo deve ser designado como "azeite de
oliva".

e Oleos compostos ou mistos: é o produto obtido a partir da mistura de dois

Oleos vegetais ou mais.

A Instrucdo Normativa n°l, de 30 de janeiro de 2012 do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) tem como objetivo classificar e
fiscalizar o azeite de oliva importado e/ou produzido no Brasil. De acordo com essa
Instrucdo Normativa, o produto vendido como azeite de oliva pode ser constituido
pela mistura de azeite de oliva refinado com azeite de oliva virgem ou extra virgem.
E o azeite de oliva refinado é o produto obtido do azeite de oliva virgem que passa
pela etapa de refino e que ndo provoca alteracdo na estrutura gliceridica inicial
(Brasil, 2012). Quanto a acidez, o azeite de oliva virgem ainda pode ser classificado
como azeite de oliva virgem e extra virgem. Os limites maximos de acidez
estabelecidos pela legislacdo brasileira para o azeite de oliva extra virgem € de
0,8%, para o azeite de oliva virgem de 2,0%, para o azeite de oliva de 1,0% e para
azeites refinados de 0,3% (Brasil, 2005; 2012).

O azeite de oliva extra virgem e virgem sdo considerados 6leos de qualidade
mais elevada ja que € obtido da azeitona exclusivamente por processo mecanico
gue nao provoca alteragbes do produto e ndo passa pela etapa de refino. A pureza
do azeite é de grande importdncia no aspecto da qualidade devido as suas
propriedades sensoriais e 0s seus beneficios a saude (Apetrei, 2014; Garcia et al.,
2013).

O azeite de oliva pode ser classificado ainda como lampante quando esta
improprio para o consumo, podendo ser destinado ao processo de refino para se
enquadrar no grupo de azeite de oliva ou azeite de oliva refinado. E o bagago de
oliva gerado na producéo pode ser aquecido para a recuperacéo do Oleo residual ou
pode ser realizada uma extracdo por solvente, obtendo dessa forma o 6leo de
bagaco bruto que deve passar pelo processo de refino para ser destinado ao

consumo humano. Para a comercializacdo do 6leo de bagaco refinado, ndo é
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permitido o uso da palavra "azeite" para a sua designacao (Brasil, 2012; Ojeda,
2006) (Figura 4).

Azeitona

EXTRACAO DE

AZEITE
Azeite virgem Baga.u;o de
azeitona
Azeite extra L EXTRACAO
. Azeite virgem Lampante
virgem |
| Oleo de bagaco
REFINO bruto

Azeite de oliva REFINO
refinado |

Oleo de bagaco
refinado

Figura 4. Tipos de azeite de oliva de acordo com a IN 1/2012 do MAPA

Fonte: BRASIL, 2012.

A Resolucdo RDC n°270 da ANVISA (BRASIL, 2005) e IN 1/2012 do MAPA
(BRASIL, 2012) estabelecem os parametros de identidade e qualidade do azeite de
oliva baseadas nas definicbes como a do CODEX STAN 33 (CODEX, 1981) e do
International Olive Council (COlI, 2015).

Teor de Acidos Graxos Livres (acidez livre)

Esse parametro de qualidade do azeite de oliva estd diretamente

relacionado a qualidade do azeite e a sua degradacg&o hidrolitica, que € geralmente
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causada pelo uso de matéria-prima de baixa qualidade, etapas durante o
processamento e condi¢cdes inadequadas no armazenamento. Além disso, esse
parametro é utilizado para detectar adulteracbes em azeites de oliva de alta
qualidade quando ha adicdo de oOleos de qualidade inferior (Firestone, 2014b;
Wabaidur, 2016).

A determinacdo do teor de &cidos graxos livres baseia-se na dissolucdo a
quente do azeite em alcool etilico neutralizado, seguido de titulacdo com uma
solucéo padréo de hidroxido de sodio, na presenca de fenolftaleina como indicador.
O teor de &cidos graxos livres € expresso em porcentagem de &cido oleico, ja que

este € o acido graxo predominante em azeites de oliva.

indice de Peroxidos

A reacdo de oxidacdo € a mais frequente e a mais importante reacdo de
degradacdo que ocorre em 6leos e gorduras, pois provoca alteracdes indesejaveis e
irreversiveis nas suas caracteristicas organolépticas e nha sua CcOmpoSi¢ao
nutricional. O indice de peréxidos é considerado um parametro de qualidade para
Oleos e gorduras, uma vez que permite a quantificacdo dos compostos primarios de
reacdo e é capaz de mensurar a rancidez oxidativa. O método determina todas as
substancias presentes na amostra que oxidam iodeto de potassio, nas condi¢cfes do
teste. Essas substancias sdo geralmente consideradas como peréxidos ou outros
produtos similares resultantes da oxidacdo lipidica. O resultado € expresso em
miliequivalentes de peroxidos por quilograma de amostra. A variacdo do indice de
peréxido em funcdo do tempo ocorre de forma gaussiana e um baixo valor nao
demonstra necessariamente uma boa estabilidade oxidativa, podendo indicar uma

alteracéo pronunciada (Firestone, 2014c; Silva et al., 1999).

Extingdo especifica a 232 e 270 nm

Esse parametro fornece informacdes sobre a qualidade de um Oleo, seu
estado de conservacgao, alteragcdes causadas pela aplicacdo de processamento e

também pode auxiliar na deteccdo de fraudes. Esse método consiste na analise
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espectrofotométrica na regido do ultravioleta nos comprimentos de onda de 232 e
270 nm. A absorcdo nos comprimentos de onda especificados é devida a presenca
de dienos e trienos conjugados (produtos secundarios formados durante as etapas
de refino e branqueamento). Azeite de oliva virgem de boa qualidade e estocado de
forma adequada contém poucos produtos de oxidagcdo que absorvem no
comprimento de onda 232 nm. Azeites que possuem a presenca de substancias
formadas a partir da oxidacdo ou do refino de Oleo apresentam valores altos de
extincdo especifica a 270 nm (Firestone, 2014d; Aued-Pimentel et al., 2008).

A analise consiste na dissolucdo do azeite de oliva em isooctano ou
ciclohexano e a determinacdo da extingdo especifica da solucdo é medida em
espectrofotdbmetro na regido do ultravioleta, com comprimento de onda especifico

em relacdo ao solvente puro (Firestone, 2014d).

Estigmastadienos

Os estigmastadienos séo hidrocarbonetos com estrutura esteroidal que nao
estdo naturalmente presentes no azeite de oliva extra virgem. Eles sdo formados no
processo de refino por meio da desidratacdo do beta sitosterol, devido a utilizacédo
de altas temperaturas. Sendo assim, a sua presenca € um importante indicativo da
presenca de azeites ou outros 6leos vegetais refinados (Garcia-Gonzalez et al.,
2008). O limite de tolerancia de estigmastadienos em azeite de oliva virgem € de até
0,15 mg/kg (Brasil, 2012).

A determinacdo dos estigmastadienos € mais sensivel e confiavel para o
controle de azeites do que a extingdo especifica a 232 e 270 nm, ja que os dienos e
trienos conjugados podem ser formados durante o armazenamento, 0 que hao

ocorre com a desidratacao dos esterois (Bonvehi et al., 2001).

Composi¢cdo em acidos graxos

A composicdo em &cidos graxos representa a impresséo digital dos 6leos e
azeites, determinando a quantidade de cada &cido graxo especifico presente,
inclusive os acidos graxos trans. Cada 6leo possui composi¢cdo em acidos graxos
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bem caracteristica e ja bastante conhecida, no caso a composicéo no azeite de oliva
€ majoritariamente de acido oleico. Assim, a composi¢cdo em acidos graxos pode ser
utilizada para avaliar a autenticidade do o6leo, sendo utilizada para a deteccdo de
adulteracdes de azeite de oliva de alta qualidade com 6leos de qualidades inferiores.
A presenca de acidos graxos trans, por sua vez, indica a presenca de 6leo que

passou por processo de refino (Firestone, 2014f; Horwitz, 2010; O"Brien, 2009).

Adulteracao de azeite de oliva

O azeite de oliva extra virgem é um produto de alto valor agregado e que
apresenta alto valor nutricional e beneficios significativos em termos de saude. Para
ampliar ganhos econémicos, 0os azeites de oliva extra virgem sofrem varios tipos de
adulteracdes. As mais comuns sao as misturas do azeite de oliva extra virgem com
azeite de oliva de qualidades distintas, como o0 azeite de oliva virgem, lampante,
refinado e o 6leo de bagaco de oliva. E ainda, outra adulteragdo comum € a adicao
de outros Oleos vegetais de valor comercial inferior como o 6leo de soja, milho,
canola, algodao, girassol, abacate, amendoim e améndoa (Aued-Pimentel et al.,
2008; Meira et al., 2014).

No Brasil, o principal tipo de adulteracdo em azeite de oliva é a adicdo de
outros Oleos vegetais refinados de menor valor comercial, tendo destaque o 6leo de
soja. Esse tipo de fraude € muito comum em azeites importados e que ndo sao
envasados em seu pais de origem (Aued-Pimentel et al., 2008; Fasciotti & Pereira
Neto, 2010; Peixoto et al., 1998; Tfouni et al., 2017).

Outro grande problema das fraudes em azeite de oliva sdo os "alérgenos
ocultos”, como por exemplo a adicdo de 6leo de aveld, améndoa ou nozes. Esses
ingredientes quando ndo declarados sdo um risco grave para a saude de
consumidores que possuem alergia a esses ingredientes, podendo causar um
choque anafilatico (Arlorio et al., 2010).

O azeite de oliva lampante possui baixissima qualidade, alta acidez e diversos
defeitos organolépticos, devendo ser obrigatoriamente refinado para poder ser
utilizado como um ingrediente de género alimenticio. Assim, um tipo de adulteracéo
gue pode ocorrer em azeite de oliva é a adicdo de um azeite de oliva lampante.
Esses azeites podem ser submetidos a uma desodorizagcdo em condi¢cdes leves de
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processamento, a baixas temperaturas (80 a 120°C) e a vacuo, removendo dessa
forma os compostos volateis que causam os defeitos organolépticos desse azeite
(Brasil, 2012; Saba et al., 2005).

Os escandalos relacionados a fraudes em azeite de oliva estdo cada vez mais
frequentes. Em 2017, foi divulgada a operacéo ISIS de abrangéncia nacional do
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) implantada para a
fiscalizacdo e regulacdo de azeite de oliva. Nessa operacdo foram inspecionadas
empresas envasadoras, importadoras e distribuidoras de azeite. O MAPA encontrou
irregularidades em 45 marcas de azeite de oliva dentre as 140 coletadas nos 2 anos
anteriores a divulgacao dos resultados. As empresas envasadoras que importam a
granel foram as que apresentaram maiores irregularidades. Foram encontrados
produtos com denominacfes de venda que destacavam azeite de oliva no rotulo
levando o consumidor a pensar que estava adquirindo um azeite de oliva do tipo
extra virgem quando na realidade se tratava de um 6leo composto. Nessa operacao,
as amostras que apresentaram irregularidades foram apreendidas e utilizou-se de
medidas cautelares através da suspensdo da comercializacdo desses produtos,
além de intimag&do para a adequac&o do rétulo (MAPA, 2017; Workshop de Oleos
Vegetais, 2017).

Formacao e ocorréncia de ésteres de 3-MCPD, 2-MCPD e glicidol em azeites

refinados e 6leo de bagaco de oliva

Uma vez que o processamento de azeite extra virgem n&o requer o uso de
altas temperaturas, ndo séo esperados niveis consideraveis de ésteres de 3-MCPD,
2-MCPD e glicidol nesse produto a menos que ele tenha sido adulterado com a
adicdo de um O6leo vegetal refinado. No processo de refino, devido as altas
temperaturas empregadas durante a etapa de desodorizacdo, ocorre a formacéo
desses compostos, portanto ndo é esperada a sua presenca no azeite de oliva extra
virgem, pois 0 mesmo € obtido através de prensagem a frio.

Em 2014, Arisseto e colaboradores encontraram concentracdes de até 1,29
mg/kg de ésteres de 3-MCPD em amostras comercializadas no Brasil como azeite
de oliva extra virgem. Os autores consideraram esse fato um indicativo de que essas
amostras estavam adulteradas (Arisseto et al., 2014). A adulteracdo de azeite de
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oliva além de ser uma fraude econémica, pode contribuir como uma fonte de risco a
mais a saude dos consumidores ja que ha a possibilidade de formacéo dos ésteres
de 3-MCPD, 2-MCPD e glicidol durante a producéo de azeites e 6leos de bagaco de
oliva refinados.

Em estudos em que foram analisadas amostras de azeites de oliva
virgens/ndo refinados ndo foram encontrados niveis detectaveis de ésteres de 3-
MCPD, 2-MCPD e glicidol. Becalski e colaboradores (2015) analisaram o6leos e
azeites de oliva rotulados como virgem, ndo processados e nao refinados, no qual
ndo encontraram niveis detectaveis desses ésteres. Com excecdo as amostras
analisadas de 6leo de palma que continha de 0,10 a 0,56 mg/kg de ésteres de
MCPD e também o 6leo de gergelim em que foram encontrados de 0,60 a 1,29
mg/kg, sendo que ndo foram detectados os ésteres de glicidol. Em estudo conduzido
por Kuhlmann (2011), foram analisados azeites de oliva, 6leos e gorduras nao
refinados como o de abacate, girassol, cacau, gergelim, mamona, cominho, palma,
paprica, semente de abdbora e nozes, em que nao foram encontradas quantidades
significativas (< LOD) de ésteres de 3-MCPD e glicidol. Ozdikicierler et al. (2015)
avaliaram amostras de azeite de oliva que ndo passaram por processos térmicos e
os ésteres de 3-MCPD e glicidol também n&o foram detectados. Em outros estudos
foram encontradas concentracdes de ésteres de 3-MCPD abaixo de 0,3 mg/kg em
amostras de azeite extra virgem (Hung et al., 2017; Zelinkova et al., 2006).

Em um estudo de processamento do azeite de oliva realizado em 2015,
amostras de bagaco de oliva antes de passarem pela etapa de refino apresentaram
niveis de ésteres de 3-MCPD de 4,1 mg/kg, indicando que os contaminantes foram
formados durante a secagem do bagaco da azeitona que antecede a extragdo do
6leo (Ozdikicierler et al., 2015). Segundo Hung e colaboradores (2017), o 6leo de
bagaco de oliva apresenta ésteres de 3-MCPD em niveis entre os de amostras de
azeite de oliva extra virgem e 6leo de bagaco refinado, dessa forma sendo possivel
a utilizacéo dos ésteres de 3-MCPD como composto alvo para diferenciar azeite de
oliva extra virgem, do refinado e do 6leo de bagaco.

O refino de azeites do tipo lampante e a producdo de Oleo de bagaco
refinado sao formas de aproveitamento da matéria-prima que, em virtude da elevada

acidez, ndo podem ser destinados ao consumo humano sem processamento prévio.
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Estes produtos sdo usualmente misturados com azeite de oliva extra virgem para
melhorar as suas caracteristicas sensoriais, ja que sdo produtos de baixa qualidade.

No Brasil, misturas de azeite de oliva virgem com azeite de oliva refinado,
0leo de bagaco de oliva refinado ou 6leo de outras fontes vegetais podem ser
comercializadas desde que atendam aos critérios de identidade e qualidade do
grupo efou tipo. Essas misturas sdo classificadas como Oleo composto e
proporcionam a comercializacdo de um produto de menor custo acessivel a uma
parcela significativa da populacdo. Nesse caso a designacédo do produto deve estar
claramente apresentada no rétulo sem induzir o consumidor ao engano (Brasil,
2005).

Métodos Analiticos

Metodologias para analise de ésteres de 3-MCPD, 2-MCPD e glicidol

Os ésteres de 3-MCPD, 2-MCPD e glicidol podem ser analisados tanto por
meétodos analiticos diretos quanto por métodos indiretos. Os métodos mais comuns
descritos para as analises desses ésteres sdo 0s métodos indiretos, que quantificam
0s contaminantes nas suas formas livres, liberados de seus ésteres, utilizando
determinacao por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e séo
mais adequados as andlises de rotina. Esses métodos, porém utilizam condicdes de
hidrélise acida ou bésica relativamente severas, o que pode levar a formacgéo ou
destruicdo do 3-MCPD e do glicidol.

Os meétodos diretos, que quantificam os ésteres diretamente, possuem a
vantagem de fornecer a composicdo dos ésteres, mas a sua desvantagem esta
associada a quantificacdo quando h& um grande numero de espécies a serem
determinadas devido ao amplo nimero de padrdes analiticos requeridos para a
analise. Como o meétodo direto ndo requer hidrélise dos ésteres, ndo ha a
possibilidade de formac&o ou destruicdo de 3-MCPD ou glicidol durante a hidrélise
(Ermacora & Hrncifik, 2013; MacMahon et al., 2013a). Nos métodos diretos descritos
até entdo, os ésteres sdo detectados através de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) e cromatografia liquida de alta eficiéncia

acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) empregando analisadores de
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massas do tipo triplo quadrupolo (MS/MS) e time of flight (ToF) (Haines et al., 2011,
Hori et al., 2012; Macmahon et al., 2013b).

O principio dos métodos indiretos € a hidrélise para a liberacdo do 3-MCPD,
2-MCPD e glicidol de seus ésteres, que sao entao analisados em suas formas livres.
Os principais métodos empregam a transesterificacdo enzimatica, alcalina ou acida
(Koyama et al., 2016; Kuhlmann, 2011). A AOCS (American Oil Chemists' Society)
validou 3 meétodos indiretos para a determinacdo desses ésteres em Oleos e
gorduras vegetais utilizando GC/MS. O método Cd 29a-13 baseia-se na conversao
do glicidol em 3-MBPD e em uma transesterificacdo 4cida de 16 horas, o Cd 29b-13
requer o mesmo tempo de transesterificacdo, porém esta ocorre em meio alcalino,
com posterior conversdo do glicidol em 3-MBPD. Ja o Cd 29c-13 € um método
diferencial que emprega a transesterificacdo alcalina com tempo de reacdo menor
(3,5 a 5,5 min), onde a determinacdo do glicidol é feita de forma indireta. Neste
método a conversao de glicidol em 3-MCPD ¢é o fator critico da analise.

O método utilizado para o desenvolvimento do presente projeto foi o Cd 29a-
13. O método se baseia na conversdo dos ésteres de glicidol em derivados
halogenados, os ésteres de 3-monobromo-propano-1,2-diol (3-MBPD), que possuem
estrutura similar aos ésteres de MCPD. Os ésteres de 3-MBPD, juntamente com o0s
ésteres de 2-MCPD e 3-MCPD, sdo, em seguida, convertidos nas formas livres (ndo-
esterificadas) em solucdo metandlica de acido sulfurico. Os ésteres metilicos dos
acidos graxos produzidos durante a reacao sdo extraidos e separados da amostra.
O 2-MCPD, 3-MCPD e 3-MBPD séao derivatizados com acido fenilborénico (PBA)
para a formacdo de derivados volateis estaveis e analisados por (GC-MS). Para a
quantificacdo sdo adicionados padrbes internos deuterados as amostras de Oleo
(Firestone, 2014a).

Em 2015, o EC Joint Research Centre (JRC) publicou um método validado
para determinar os ésteres de MCPD e glicidol utilizando GC-MS, com uma
abordagem semelhante ao da AOCS Cd 29a-13, que pode ser aplicado para a
maioria das matrizes de alimentos. Esse método pode ser aplicado para a analise de
varios produtos, como péo, produtos de padaria, produtos de peixe, carne, alimentos
a base de cereais e margarina. Os pontos criticos no método analitico sdo a etapa
preliminar de extracdo da gordura, bem como as potenciais interferéncias

cromatograficas devido as matrizes complexas (Wenzl et al., 2015).
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ABSTRACT

3-MCPDE (3-monochloropropane-1,2-diol esters), 2-MCPDE (2-
monochloropropane-1,3-diol esters) and GE (glycidyl esters) are heat-induced
contaminants that are formed during the refining of vegetable oils under high
temperatures, mainly during the deodorization step. Samples commercialized on the
Brazilian market as extra virgin olive oils (EVOQO), olive oils and oil blends (n = 76)
were analysed for 3-MCPDE, 2-MCPDE and GE. A possible correlation with the
identity and quality parameters established for olive oils was also evaluated.
Concentrations of 3-MCPDE, 2-MCPDE and GE ranged from not detected to 1.16
mg/kg, not detected to 0.58 mg/kg and not detected to 1.98 mg/kg in EVOO,
respectively. The samples commercialized as olive oil presented concentrations

ranging from 0.28 to 3.77 mg/kg for 3-MCPDE, from 0.17 to 1.91 mg/kg for 2-MCPDE
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and from not detected to 1.88 mg/kg for GE. For oil blends, 3-MCPDE levels were
from 0.18 to 0.61 mg/kg, 2-MCPDE levels were from not detected to 0.25 mg/kg and
GE ranged from 0.31 to 1.84 mg/kg. As the processing of EVOO does not require the
use of high temperatures, these esters were not expected at quantifiable levels in
these products, indicating that they were probably adulterated with the addition of
some type of refined oil. According to this study, analysis of 3-MCPDE, 2-MCPDE

and GE can also be used as a complementary indicator of adulteration of EVOO.

Keywords: 3-MCPD esters, 2-MCPD esters, glycidyl esters, extra virgin olive oil, oil

blend.

1. INTRODUCTION

3-monochloropropane-1,2-diol (3-MCPD) and 2-monochloropropane-1,3-diol
(2-MCPD) are chemical contaminants belonging to the group of chloropropanols.
Glycidol is an organic compound related to the formation and decomposition of 3-
MCPD and 2-MCPD, and is constituted by a molecule of glycerol containing the
functional groups epoxide and alcohol. These contaminants may be present in food
in their free form but also, in higher amounts, in their esterified form (EFSA, 2016;
Schilter, Scholz, & Seefelder, 2011; Seefelder, Scholz, & Schilter, 2011). 3-MCPDE
(3-monochloropropane-1,2-diol esters), 2-MCPDE (2-monochloropropane-1,3-diol
esters) and GE (glycidyl esters) are heat-induced contaminants that may be formed
during the processing of vegetable oils under high temperatures, mainly during the
deodorization step of the refining process. These contaminants can also be present

in other types of food, being formed by industrial or domestic processing of bread,
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bakery products, infant formula, margarine and similar, fish, cheese and meat,
among others (EFSA, 2016; Stadler, 2015).

In 2012, the International Agency for Research on Cancer (IARC) classified 3-
MCPD in the category 2B as a "possible human carcinogen" (IARC, 2012). Glycidol
in its free form was shown to present carcinogenic and genotoxic properties and has
been classified by IARC, in 2000, in the category 2A as a "probable human
carcinogen" (IARC, 2000). Some studies show that the free forms of these
compounds may be released from their esterified forms during digestion (EFSA,
2016; Schilter et al., 2011; Seefelder et al., 2011).

The European Food Safety Authority (EFSA) evaluated MCPDs and their
esters in 2013 and 2016 and reported that the available studies indicate that the toxic
effects caused by 3-MCPDE are the same of its free form (EFSA, 2013; 2016). In
2017, EFSA CONTAM Panel established a tolerable daily intake (TDI) of 2.0 ug/kg
body weight (bw) for 3-MCPD and its esters (EFSA, 2018). In 2016, during its 83"
meeting, the Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA)
established a group PMTDI (provisional maximum tolerable daily intake) of 4.0 pg/kg
bw for 3-MCPD and 3-MCPD esters, singly or in combination, expressed as 3-MCPD
equivalents (JECFA, 2016).

In addition to the processing conditions, the presence of some precursors
promotes the formation of these contaminants. As refined palm oil (Elaeis
guineensis) is obtained from fruits, this oil may present significantly higher levels of
MCPDE and GE than oils obtained from seeds. Olive oil presents the same
characteristic of being obtained from fruits and so is also susceptible to the formation

of MCPDE and GE when thermally processed (Smidrkal et al., 2016; Stadler, 2015).
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Among vegetable oils commercialized worldwide, olive oil (Olea europaea) is
one of the oldest and plays an important role in the Mediterranean diet. It is widely
consumed due to its organoleptic properties, high nutritional value, high content of
monounsaturated fatty acids and antioxidant properties (Goodacre, 1993; Van Durme
& Vandamme 2016).

Virgin olive oils (which include extra virgin olive oils (EVOQ)) are obtained
from the fruit solely by mechanical or physical means. As the process does not
require the use of high temperatures, the presence of MCPD and glycidyl esters is
not expected in these products, unless they suffer adulteration with the addition of a
refined oil (Hrncirik & van Duijn, 2011). Virgin and extra virgin olive oils are products
with high added value and a relatively small world production, which makes these
products subject to different types of adulteration and fraud. The most common one
is the addition of a vegetable oil of lower cost, such as an olive oil of lower quality
(lampante, refined olive oil and pomace olive oil) or seed oils, e.g., sunflower,
soybean, corn, rapeseed, hazelnut and peanut oil (Aued-Pimentel, Takemoto,
Kumagai, & Cano, 2008; Meira et al., 2014; Tfouni et al., 2017). As extra virgin olive
oil is an expensive product, in Brazil many consumers tend to substitute it with a
cheaper alternative, such as oil blends and olive oils. Oil blends are a mixture of olive
oil with another vegetable oil, usually soybean oil, while products commercialized as
olive oil consist of a blend of refined olive oil with virgin olive oil (Brasil, 2012; I0C,
2016).

In order to prevent adulteration or erroneous labelling, MAPA - Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (Brazilian Ministry of Agriculture, Livestock
and Food Supply) established, in 2012, a regulation setting official standards of

identity, quality and classification for olive oil and olive pomace oil (MAPA, 2012).
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The regulation was based on International Olive Council (IOC) standards and
presents the same parameters defined in COI/T.15/NC No.3/ Rev. 11 (COlI, 2016).
The evaluation of the authenticity of an EVOO comprises analysis of different
parameters, such as free fatty acids, fatty acid composition, peroxide value,
stigmastadienes, specific extinction, sterols, wax, erythrodiol and uvaol content,
which may, together, provide information about the presence of refined olive or seed
oils.

The objective of the present study was to validate a method and determine the
levels of 3-MCPDE, 2-MCPDE and GE in EVOO, olive oils and oil blends
commercialized in Brazil and evaluate their possible correlation with some identity

and quality parameters established for olive oils.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Samples

A total of 76 samples commercialized as EVOO, olive oils and oil blends were
purchased at supermarkets in the state of Sdo Paulo, Brazil. The following samples
were acquired: 13 samples of different brands of olive oils; 17 samples of different
brands of oil blends; and 46 samples from 34 brands of EVOO (2 batches of 12

different brands and 1 batch from 22 brands).

2.2. Standards

Analytical standards rac 1,2-Bis-palmitoyl-3-chloropropanediol (PP-3-MCPD,
purity 98%), rac 1,2-Bis-palmitoyl-3-chloropropanediol-d5 (PP-3-MCPD-d5, 98%),
1,3-Dipalmitoyl-2-chloropropanediol (PP-2-MCPD, purity 98%), glycidyl palmitate (P-
Gly, purity 98%), glycidyl palmitate-d5 (P-Gly-d5, chemical purity: 97% and isotopic
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purity: 97.6%) were purchased from Toronto Research Chemicals Inc. Cholesta-3,5-

diene (purity 92.6%) was supplied by Sigma Aldrich Chemical Co.

2.3. Solvents and reagents

Tetrahydrofuran (THF, anhydrous, purity = 99.99%, inhibitor-free), heptane
(purity = 99%), toluene (purity 99.9%), sodium bromide (NaBr, purity = 99.5%),
sodium bicarbonate, acetone, phenylboronic acid (PBA, purity = 97%) were
purchased from Sigma-Aldrich. Sulphuric acid (H2SOa4), sodium sulfate, silica gel 60
(70-230 mesh ASTM), potassium hydrogen phthalate (purity 99.97%) and sodium
thiosulphate from Merck. Methanol and cyclohexane were supplied by J. T. Baker
and n-Hexane (purity 96%) by Scharlau. All other reagents, ethanol, phenolphthalein,
sodium hydroxide, isooctane, acetic acid, potassium iodide, soluble starch, sodium
lauryl sulphate, potassium dichromate, sulfuric acid, sodium chloride, ammonium
chloride, sodium sulphate anhydrous were purchased from Synth. Water was

obtained from a Millipore Milli-Q purification system.

2.4. Method for 3-MCPD, 2-MCPD and glycidyl esters determination

For the determination of 3-MCPDE, 2-MCPDE and GE, the analytical method
was performed according to the official AOCS method Cd 29a-13 with some
modifications (AOCS, 2014a). In the last step the residue was dissolved in 300 pL of

heptane instead of 400 pL and it was filtered through defatted cotton.

2.4.1. Sample preparation
Samples were weighed (100-110 mg) into glass tubes with the addition of 50

uL of the combined solution of internal standards (PP-3-MCPD-d5, 40 pg/mL and P-
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Gly-d5, 50 pg/mL) and dissolved in 2 mL of THF. A volume of 30 pL of acid aqueous
solution of NaBr (3mg/mL, H2SOs4 5% v/v) was added to the sample for the
conversion of glycidyl esters to 3-monobromo-1,2-propanediol (3-MBPD) esters. The
mixture was homogenized and incubated at 50°C for 15 min. The reaction was
stopped by the addition of 3 mL of aqueous solution of sodium hydrogen carbonate
(0.6%, w/v) and then 2 mL of n-heptane was added and mixed. The upper layer was
transferred to an empty glass tube and evaporated to dryness under a nitrogen
steam (max 15-20 min at 35-40°C). The residue was dissolved in 1 mL of THF. Then
a transesterification reaction was performed to obtain 3-MCPD, 2-MCPD and 3-
MBPD in their free forms, with the addition of 1.8 mL of sulfuric acid in methanol
(1.8%, v/v) and incubated in a water bath at 40°C for 16 h. The reaction was stopped
by the addition of 0.5 mL of sodium hydrogen carbonate saturated solution and the
organic solvents were evaporated under a nitrogen stream. For separation of fatty
acid methyl esters from the sample, 2 mL of sodium sulphate solution (20%, w/v) was
added, followed by liquid—liquid extraction with two portions of 2 mL of heptane. Free
3-MCPD, 2-MCPD and 3-MBPD were then derivatised with 250 pL of PBA saturated
solution (25%, w/v in acetone:water, 19:1, v/v) and incubated for 5 min in an
ultrasonic bath (room temperature). The derivatives were extracted with two portions
of 1 mL of heptane and evaporated to dryness under a nitrogen stream. The residue
was dissolved in 300 pL of heptane, filtered through defatted cotton and transferred
to a vial. The compounds were then analysed by gas chromatography-mass

spectrometry (GC-MS).
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2.4.2. GC-MS

GC-MS analysis was conducted on an HP 7890A gas chromatograph
coupled to a MSD 5975C mass spectrometer (Agilent Technologies). An aliquot of
2.0 uL of the extract was injected at 250°C in pulsed splittess mode. GC was
performed using a HP-1ms capillary column (30 m x 0.25 mm, 1 um, Agilent
Technologies). The carrier gas was helium at a constant flow rate of 0.8 mL/min.
Oven temperature was programmed at: 80°C (1 min), from 80°C to 170°C at
10°C/min, from 170°C to 200°C at 3°C/min, from 200°C to 300°C at 15°C/min, 15 min
at 300°C. Transfer line temperature was at 300°C, ion source and quadrupole
temperature were 230°C and 150°C, respectively. Detection was performed by
selected ion monitoring (SIM) after positive electron impact ionization (70 eV). The
following ions were monitored: m/z 147 (quantifier ion), 196 and 198 (qualifier ions)
for 3-MCPD derivative, m/z 150 (quantifier ions), 201 and 203 (qualifier ions) for the
internal standard 3-MCPD-d5 derivative, m/z 196 (quantifier ion) and 198 (qualifier
ion) for 2-MCPD derivative, m/z 147 (quantifier ion) and 240 (qualifier ion) for 3-
MBPD derivative, and m/z 150 (quantifier ion) and 245 (qualifier ion) for the internal

standard 3-MBPD-d5 derivative.

2.4.3. Method validation

Method was validated according to INMETRO (Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial) guidelines, comprising the following
parameters: linearity, precision (reproducibility and repeatability), trueness (recovery),
limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) (INMETRO, 2016).

Linearity was evaluated in both solvent (heptane) and matrix matched

calibration curves, which were constructed using eleven calibration points in the
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range of O to 8.8 mg/kg for 3-MCPDE, 0 to 9.1 mg/kg for 2-MCPDE and 0 to 20.9
mg/kg for GE. Solvent calibration curves were constructed with the addition of
different concentrations of analytical standards to reagent blank analyses. For matrix
matched calibration points a sample of EVOO, in which the presence of the three
esters was not detected, was used as a blank sample that was spiked with standards
in different concentrations. Matrix effect was determined using the slopes of the
calibration curves in both solvent and matrix extracts (EC, 2015). Precision and
recovery of the method were performed using a quality control material (vegetable oil
T2649QC) provided by FAPAS (Food Analysis Performance Assessment Scheme).
The QC material was analysed in replicates in six different days and seven replicates
in the same day to determine 3-MCPDE, 2-MCPDE and GE reproducibility and
repeatability, respectively. Recovery was evaluated by comparing the mean results
obtained with the assigned values of QC material, and precision was evaluated
through the relative standard deviation (RSD) of the seven replicates analysed. LOD
and LOQ were calculated as 3 and 10 times the standard deviation of seven
independent analyses of the blank sample spiked at the lower level of the analytical
calibration curves, with concentrations of 0.1 mg/kg for 3-MCPDE, 0.1 mg/kg for 2-

MCPDE and 0.4 mg/kg for GE.

2.5. Free Fatty Acids, Peroxide Value, Specific Extinction, Fatty Acids
Composition and Stigmastadienes

AOCS official analytical methods were used for the determination of free fatty
acids, peroxide value, specific extinction, fatty acids composition and

stigmastadienes.
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For free fatty acids determination, the sample was dissolved in hot neutralized
alcohol and phenolphthalein was used as an indicator. Sample was titrated with
standard sodium hydroxide according to AOCS method Ca 5a-40 (AOCS, 2014b).

AOCS Cd 8b-90 method was used for peroxide value analysis. A mixture of
acetic acid-isooctane was added to the sample. After a 1 minute reaction with a
saturated potassium iodide solution the reaction mixture was titrated with a sodium
thiosulfate solution (AOCS, 2014c).

Specific extinction (method Ch 5-91) was determined by dissolving 0.25 g of
oil sample in cyclohexane and analysing with a spectrophotometer (Varian Cary 50)
at 232 and 270 nm (AOCS, 2014d).

For fatty acids composition, AOCS method Ce 1h-05 was used. Sample
transmethylation was carried out using ammonium chloride solution and sulfuric acid
in methanol as the esterifying agent and analysed by gas chromatography with flame
ionization detection (GC-FID, Agilent 7890A) (AOCS, 2014e).

AOCS Cd 26-96 method was used for stigmastadienes determination. The
method consisted of saponification of the oil sample in the presence of internal
standard (cholesta-3,5-diene), followed by clean up of the unsaponifiable matter by
open-column chromatography with silica gel. ldentification and quantification of
stigmasta-3,5-diene and its isomer was by GC-FID (GC-17A, Shimadzu) (AOCS,
2014f). When stigmasta-3,5-diene was at concentrations higher than 4.0 mg/kg,
official method Cd 27-96 was used. The procedure was the same as that mentioned
above though without the unsaponifiable matter preparation. Oil sample and internal
standard were transferred directly to column chromatography on silica gel (AOCS,

2014g).

43


https://www.linguee.com.br/ingles-portugues/traducao/phenolphthalein.html

2.6. Statistical Analysis

Data was processed by one-way analysis of variance (ANOVA) with means
comparison (Tukey test) with 95% confidence (p < 0.05) using XLSTAT program.

A chemiometric method was applied to assist results interpretation. Principal
Component Analysis (PCA) was carried out with software Pirouette (InfoMetrix,

Woodinville, WA, USA) version 2.01.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. 3-MCPD, 2-MCPD and glycidyl esters

Determination coefficients (R2) obtained showed that both solvent and matrix
matched calibrations curves were linear for all compounds analysed. Matrix effect
was below 20% or above -20% for 2-MCPDE and GE (9.7% and -10.6%,
respectively) while for 3-MCPDE matrix effect observed was above 20% (21.6%)
(EC, 2015), thus matrix matched calibration was used for quantification of all three
compounds. Table 1 presents results obtained for the validation parameters studied.
Determination coefficients (R?) for matrix matched calibrations curves were 0.993 for
3-MCPDE, 0.996 for 2-MCPDE and 0.998 for GE. LOD and LOQ were, respectively,
0.01 and 0.03 mg/kg for 3-MCPDE and 0.02 and 0.08 mg/kg for 2-MCPDE and GE.
Recoveries obtained using QC material were from 92 to 104% when comparing
mean values obtained to the assigned values. Precision (RSD) varied from 4 to 9%
for reproducibility and 3 to 6% for repeatability. Results obtained are in accordance
with INMETRO guidelines, where the maximum limit for RSD is 11% for the

concentration range studied. Recoveries were within the acceptance criteria of 80 to
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110% (INMETRO, 2016), indicating that the method is appropriate for the analysis of

these three esters (Table 1).

Table 1. Linearity, Recovery (R), precision (RSD), limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) for
analysis of 3-MCPDE, 2-MCPDE and glycidyl esters (GE)

Precision (%)

LOD LOQ Assigned
Analyte Linear range R (%)2° Value® Reproducibility  Repeatability
(mg/kg)  (mg/kg) P
(mg/kg)
) 0 - 8.8 mg/kg
3-MCPDE R2 = 0.993 0.01 0.03 92 1.61 4 4
0 - 9.1 mg/kg
2-MCPDE R2 = 0.996 0.02 0.08 101 0.71 4 3
0-20.9
GE mg/kg 0.02 0.08 104 0.32 9 6
R2 = 0.998
R?: Determination coefficients
R: Recovery

@ mean of seven replicates
b recovery using the assigned values for QC material T2649QC
¢ assigned values for QC material T2649QC

Table 2 presents 3-MCPDE, 2-MCPDE and GE levels in samples
commercialized as EVOO, olive oil and oil blend. In samples labelled as EVOO,
levels of 3-MCPDE ranged from not detected to 1.16 mg/kg, 2-MCPDE varied
between not detected and 0.58 mg/kg and GE ranged from not detected to 1.98
mg/kg. The samples commercialized as olive oil presented concentrations ranging
from 0.28 to 3.77 mg/kg for 3-MCPDE, from 0.17 to 1.91 mg/kg for 2-MCPDE and
from not detected to 1.88 mg/kg for GE. As for oil blends, 3-MCPDE levels were from
0.18 to 0.61 mg/kg, 2-MCPDE levels were from not detected to 0.25 mg/kg and GE
ranged from 0.31 to 1.84 mg/kg. The levels of 3-MCPDE and 2-MCPDE in EVOO
and olive oils detected in this study are comparable to levels of occurrence in palm
oil, which is the vegetable oil that shows the highest levels of these esters (EFSA,
2016). According to EFSA (2016), palm oils present average 3-MCPDE and 2-

MCPDE levels of 2.91 mg/kg and 1.56 mg/kg, respectively.
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Table 2. 3-MCPD esters (3-MCPDE), 2-MCPD esters (2-MCPDE) and glycidyl esters (GE) levels in extra virgin

olive oils (EVOO), olive oils and oil blends

3-MCPDE 2-MCPDE GE

Samples (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Mean (n=3) (range) Mean (n=3) (range) Mean (n=3) (range)

Al nd nd nd
A2 nd nd nd
A3 nd nd nd
A4 <LOQ nd nd
A5 0.47 (0.46 - 0.49) 0.24 (0.21 - 0.27) 1.53 (1.40 - 1.69)
A6 0.3(0.30-0.31) 0.15 (0.12 - 0.16) 1.98 (1.82 - 2.16)
A7 0.15 (0.14 - 0.16) <LOQ 0.40 (0.37 - 0.41)
A8 0.78 (0.76 - 0.80) 0.29 (0.28 - 0.31) 0.66 (0.64 - 0.70)
A9 0.28 (0.27 - 0.29) 0.09 (0.07 - 0.10) 0.77 (0.75 - 0.80)
A10 nd nd nd
All nd nd nd
Al12 nd nd nd
Al13 nd nd nd
Al4 1.16 (1.07 - 1.24) 0.58 (0.51 - 0.66) 0.82 (0.75 - 0.92)
A15 0.26 (0.25 - 0.27) 0.13(0.12 - 0.14) 1.26 (1.24 - 1.28)
Al16 0.17 (0.16 - 0.18) 0.07 (0.07 - 0.08) 1.02 (1.01 - 1.04)
Al17 0.24 (0.22 - 0.25) 0.11 (0.10 - 0.12) 0.53 (0.52 - 0.54)
A18 0.58 (0.56 - 0.59) 0.30 (0.27 - 0.34) 0.95 (0.93 - 0.98)
A19 0.27 (0.25 - 0.29) 0.17 (0.16 - 0.18) 1.29 (1.27 - 1.31)
A20 <LOQ nd nd
A21 0.41 (0.40 - 0.42) 0.19 (0.18 - 0.21) 1.27 (1.14 - 1.37)
A22 nd nd nd
A23 <LOQ nd nd
A24 nd nd nd
A25 nd nd nd
A26 nd nd nd
A27 0.13 (0.13-0.14) nd 0.27 (0.26 - 0.28)
A28 <LOQ nd nd
A29 0.30 (0.30 - 0.30) 0.20 (0.19 - 0.20) 0.52 (0.50 - 0.53)
A30 <LOQ nd nd
A3l <LOQ nd nd
A32 <LOQ nd <LOQ
A33 nd nd nd
A34 nd nd nd
A35 0.26 (0.25 - 0.28) 0.20 (0.18 - 0.23) 0.67 (0.64 - 0.68)
A36 <LOQ nd nd
A37 0.35 (0.32 - 0.37) 0.19 (0.19 - 0.19) 0.93 (0.90 - 0.97)
A38 <LOQ nd nd
A39 <LOQ nd nd
A40 <LOQ nd <LOQ
A4l <LOQ nd nd
A42 <LOQ nd nd
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A43 <LOQ nd nd

Ad4 <LOQ nd nd

A45 <LOQ nd nd

A46 <LOQ nd <LOQ

B1 0.87 (0.83 - 0.90) 0.21 (0.19 - 0.25) 0.45 (0.42 - 0.49)
B2 0.71 (0.67 - 0.78) 0.41 (0.39 - 0.43) nd

B3 0.92 (0.80 - 1.00) 0.52 (0.49 - 0.57) 0.40 (0.38 - 0.44)
B4 0.65 (0.62 - 0.68) 0.34 (0.32 - 0.35) 0.24 (0.23 - 0.26)
B5 0.97 (0.88 - 1.07) 0.23 (0.22 - 0.23) 0.21 (0.21 - 0.22)
B6 0.80 (0.77 - 0.85) 0.25 (0.23 - 0.29) 0.24 (0.23 - 0.25)
B7 0.42 (0.40 - 0.44) 0.18 (0.17 - 0.19) 0.22 (0.21 - 0.23)
B8 0.42 (0.38 - 0.46) 0.23 (0.22 - 0.25) 0.61 (0.55 - 0.66)
B9 0.56 (0.50 - 0.62) 0.26 (0.25 - 0.27) 0.99 (0.82 - 1.15)
B10 3.77 (3.60 - 3.90) 1.91 (1.77 - 2.01) 1.60 (1.58 - 1.63)
B11 0.89 (0.87 - 0.90) 0.40 (0.37 - 0.41) 0.65 (0.62 - 0.66)
B12 0.28 (0.26 - 0.30) 0.17 (0.16 - 0.18) 0.87 (0.86 - 0.88)
B13 0.46 (0.45 - 0.46) 0.28 (0.26 - 0.29) 1.88 (1.86 - 1.91)
C1 0.42 (0.39 - 0.46) 0.18 (0.17 - 0.18) 0.50 (0.49 - 0.50)
Cc2 0.24 (0.19 - 0.27) 0.12 (0.11 - 0.12) 0.39 (0.38 - 0.41)
C3 0.22 (0.20 - 0.23) 0.10 (0.09 - 0.11) 0.31 (0.29 - 0.32)
C4 0.27 (0.26 - 0.29) 0.13 (0.12 - 0.13) 0.35 (0.33-0.37)
C5 0.45 (0.44 - 0.46) 0.18 (0.17 - 0.18) 1.09 (0.99 - 1.20)
C6 0.19 (0.18 - 0.20) 0.11 (0.10 - 0.12) 0.47 (0.46 - 0.50)
Cc7 0.23 (0.20 - 0.25) 0.13(0.11 - 0.15) 0.86 (0.84 - 0.87)
Cc8 0.49 (0.46 - 0.51) 0.25(0.24 - 0.28) 1.76 (1.73 - 1.77)
C9 0.22 (0.21 - 0.24) nd 0.48 (0.48 - 0.49)
C10 0.39 (0.38 - 0.40) 0.19 (0.17 - 0.21) 1.72 (1.67 - 1.80)
C11 0.24 (0.23 - 0.26) <LOQ 0.57 (0.56 - 0.59)
C12 0.27 (0.25 - 0.29) 0.15(0.13-0.17) 1.84 (1.83 - 1.84)
C13 0.35 (0.34 - 0.36) 0.16 (0.16 - 0.17) 1.68 (1.63 - 1.72)
Cl4 0.18 (0.18 - 0.19) 0.13 (0.13-0.13) 0.37 (0.35 - 0.38)
C15 0.21 (0.19 - 0.24) nd 0.70 (0.68 - 0.74)
C16 0.61 (0.58 - 0.62) 0.21 (0.20 - 0.22) 0.42 (0.33 - 0.47)
C17 0.18 (0.16 - 0.21) nd 0.52 (0.51 - 0.52)

nd = not detected (below LOD = 0.01 mg/kg for 3-MCPDE and 0.02 mg/kg for 2-MCPDE and GE)
<LOQ: below LOQ = 0.03 mg/kg for 3-MCPDE and 0.08 mg/kg for 2-MCPDE and GE

Samples A35 to A46 are from the second batch of some brands from samples Al to A34

A: EVOO; B: olive oils and C: oil blends

Becalski, Feng, Lau, & Zhao (2015) analysed samples of olive oil purchased in
Canada and reported levels from 0.58 to 1.56 mg/kg for 3-MCPDE, 0.28 to 0.61

mg/kg for 2-MCPDE and 0.29 to 0.93 mg/kg for GE. Hung et al. (2017) evaluated 22
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refined olive oil samples and reported levels of 3-MCPDE ranging from 0.97 to 7.61
mg/kg.

According to Table 2, all oil blend samples and olive oil samples showed the
presence of the analysed compounds, which was expected as this type of products
have refined oil in their composition, since oil blends are a mixture of olive oil with
another vegetable oil such as soybean, canola, sunflower or even refined olive oil or
olive pomace oil; and olive oils are a mixture of olive oil with refined olive oil or olive
pomace oil. Of the 46 samples of EVOO analysed, 16 showed the presence of
MCPDE and GE, which represents 35% of the samples. As the processing of EVOO
does not require the use of high temperatures, MCPDE and GE should not be
present in these products, indicating a possible adulteration with the addition of some

type of refined oil.

3.2. Identity and quality parameters for olive oils

Table 3 presents the results obtained for free fatty acids analysis, peroxide
value, specific extinction, fatty acids composition and stigmastadienes, as well as the
tolerance limits established by MAPA for EVOO and olive oils. There are no limits set
for oil blends.

Free fatty acids (free acidity) levels are an indicator of the quality of the
product, where a low free fatty acids level indicates a product of high quality. All
samples of EVOO and olive oil analysed were within the limits set by MAPA for free
fatty acids. Peroxide value indicates early stages of oxidation. A high value indicates
that the olive was possibly handled inadequately. Results obtained for peroxide value

show that two samples of EVOO, A31 (23.76 mEqg/kg) and A40 (24.50 mEqg/kg),
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exceeded the limit of 20.00 mEqg/kg. All olive oils analyses were below the limit
established and therefore comply with MAPA regulation.

When considering the possibility of EVOO and olive oils adulteration, free fatty
acids and peroxide value do not provide much information, since the addition of a
refined vegetable oil generates products with low acidity and peroxide, as during the
refining process hydroperoxides and free fatty acids are eliminated.

Specific extinction is a quality parameter that provides information about the
oxidative state of oils and can also aid in the detection of fraud. Of the 46 samples
commercialized as EVOO, 26% presented values above the limits established for
K232, K270 and AK. These results can be an indicative of adulteration and low
quality of the samples since high values for K232 indicate the presence of conjugated
hydroperoxides. Virgin olive oils with good quality and properly stored have few
oxidation products that absorb at 232 nm. High K270 values are related to
conjugated dienes and trienes, which are by-products formed during the refining
process and are therefore related to the presence of substances formed from
oxidation or oil refining (Aued-Pimentel et al. 2008; Miguel & Sakazaki, 2012).

Table 3 presents the results for the most important fatty acids used to verify
EVOO adulteration. Of the 46 samples labelled as EVOO, 33% were outside the
limits established by the Brazilian regulation for C18:1, C18:2, C18:3 and for the
trans isomers C18:2t + C18:3t, while 9% were not in accordance with the acceptable
limits for the trans isomers C18:1t. Each vegetable oil presents a specific fatty acid
composition which assists identifying a possible adulteration of EVOO by addition of
vegetable oil from other sources, thus these results indicate that 33% of the EVOO
samples could be adulterated. However, adulterations with hazelnut, pecan nut and

almond oil, for example, are difficult to detect due to similarity of the fatty acids
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composition with that of olive oil, since oleic acid is the predominant fatty acid in
these oils (Jee, 2002).

As for olive oil, 15% of the samples were outside the limits for the trans
isomers C18:1t and 31% were discordant for the following fatty acids: C18:1, C18:2,
C18:3 and trans isomers C18:2t + C18:3t, indicating that 31% of the samples
contained oils not obtained from olives. There are no limits set for oil blends in the
Brazilian regulation. However, as expected, results indicate the presence of oils from
other origins in all samples. High levels of linoleic acid (C18:2) indicates the presence
of soybean, sunflower and corn oils, while linolenic acid (C18:3) indicates the
addition of vegetable oils such as soybean, canola and walnut, for example
(Christopoulou, Lazaraki, Komaitis, & Kaselimis, 2004). C18:1t was detected in
samples from all types of oils analysed. The presence of trans fatty acids indicates
heat treatment, for example in the refining process of the oil or hot drying of seeds or
pomace. The presence of C18:1t is higher in refined olive oils since C18:1 (oleic
acid) is the fatty acid present in greater abundance in olive oils (Boskou, 2006).

Stigmastadienes content is an important indicative of the presence of refined
oils, since they are hydrocarbons with a steroidal structure that are not naturally
present in virgin olive oils. Stigmastadienes are formed in the refining process
through the dehydration of (-sitosterol due to the use of high temperatures (Garcia-
Gonzalez, Aparicio-Ruiz, & Aparicio, 2008). So as expected, in all olive oil and oll
blend samples, which are known to contain refined oil, stigmasta-3,5-diene was
detected. The compound was also detected in 18 out of 46 samples labelled as
EVOO, indicating the presence of refined oils in these samples and therefore a

possible adulteration.
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Table 3. Parameters analyzed for extra virgin olive oils (EVOO), olive oil and oil blend (n = 76)

EVOO Olive Qil Oil Blend
Parameters (n = 46) (n=13) (n=17)
Range Tolerance Range Tolerance Range
detected limits® detected limits? detected
Free fatty acids (%) 0.10-0.73 <0.80 0.08-0.83 <1.00 0.10-0.48
frﬁlrzoq’jigg) value 4 50_ 2450 <20.00 1.18-8.22 <15.00 1.66 —4.93
Specific extinction
K232 1.82 -6.86 <2.50 2.04-6.54 - 1.99-6.14
K270 0.11 -3.26 <0.22 0.24 - 3.08 <0.90 0.47-2.71
AK 0.00-0.38 <0.01 0.00 - 0.37 <0.15 0-0.32
Fatty acids composition (%)
C18:1 (oleic acid) 24.40-7540 55.00-83.00 25.40-74.34 55.00-83.00 24.62 - 30.94
C18:2 (linoleic acid) 423 -49.42 3.50 - 21.00 5.04 - 47.80 3.50 - 21.00 43.13 - 48.75
C18:3 (linolenic acid) 0.57-5.76 <1.00 0.76 —5.11 <1.00 3.90-5.97
C18:1t nd —0.14 <0.05 nd - 0.54 <0.20 nd - 0.54
C18:2t + C18:3t nd—-1.72 <0.05 nd — 1.55 <0.30 0.11-1.12
Stigmasta-3.5-dienes 3 13 o9 <0.15 3.57 - 136.00 . 2.57 - 26.39

(mg/Kg)

3(BRASIL, 2012)
nd = not detected

Despite labelling information, samples may be separated in three groups
according to results for specific extinction, fatty acid composition and stigmastadiene
presented in Table 3: A) EVOO possibly not adulterated, composed by 28 samples;
B) samples with the presence of refined oil (9 samples) and C) samples with the
presence of refined oil from other origin (49 samples).

When evaluating 3-MCPDE, 2-MCPDE and GE levels according to the new
sample grouping it can be observed that in samples from group A these compounds
were not detected. Samples from group B presented higher average concentrations
(p<0.05) of 3-MCPDE (1.05 mg/kg) and 2-MCPDE (0.49 mg/kg) than the ones from
group C. This fact could be explained by the presence of higher concentration of
chlorinated precursors in olives, which promote the formation of MCPDs in the

refining process. On the other hand, levels of GE did not differ significantly (p<0.05)
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between groups B and C since these contaminants do not depend on chlorinated
precursors, but mainly on diacylglycerols and temperature (Craft, Nagy, Seefelder,
Dubois, & Destaillats, 2012; Smidrkal et al., 2016; Stadler, 2015). Similar results were
obtained in previous studies, where levels of 3-MCPDE in refined olive oil and
pomace oil were higher when compared to other refined vegetable oils (Yan, Oey,
van Leeuwen, & van Ruth, 2018).

Groups B and C also presented a significant difference (p<0.05) in stigma-3,5-
dienes concentrations, with group B showing higher levels (median of 34.35 mg/kg)
than group C (median of 11.33 mg/kg). This can be explained by the fact that sterols
(for example B-sitosterol, campesterol and stigmasterol) compose a large part of the
unsaponifiable matter of almost all fats and oils, and EVOO have higher levels of B-
sitosterol in their composition when compared to other oils (Aparicio & Aparicio-Ruiz,
2000). Thus, as olive oil presents higher levels of the precursors for the formation of
stigmastadienes (B-sitosterols), it is expected a higher formation of stigmastadienes
in refined olive oils than in other refined olls.

With the objective of better visualize the results, PCA was applied to the matrix
of data composed of 76 total samples and 15 variables analysed (free fatty acids,
peroxide value, specific extinction (K232, K270 and AK), fatty acids (C16:0, C18:1,
C18:2, C18:3, C18:1t, C18:2t + 18:3t), stigmastadienes, 3-MCPDE, 2-MCPDE and
GE). During pre-processing, data was autoscaled, so all variables have the same
significance. After pre-processing, Pirouette software calculated the data scores and
loadings. Figure 1 shows PCA score plot with the first principal component (PC1)
versus PC2, which describes 47.0% and 19.7% of the total variance, respectively.

PCA allowed distinguishing samples into three sets.
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Figure 1. PCA (loadings above and scores below) for the 76 samples and 15 variables analysed (free fatty acids,
peroxide value, specific extinction (K232, K270 and AK), fatty acids (C16:0, C18:1, C18:2, C18:3, C18:1t, C18:2t

+ 18:3t), stigmastadienes, 3-MCPDE, 2-MCPDE and GE)
IP: peroxide value; AGL: free fatty acids; Delta K: AK

The first set is mainly related to the parameters C18:1 and peroxide value, and

have a strong negative correlation with the variables of C18:1t, stigmastadienes, 3-

MCPDE and 2-MCPDE that are on the right side of the loading graph. Samples from

the first set presented more negative scores in PC1 and PC2. The second set is

related especially to the parameters of free fatty acids and C18:1t. The third set
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presents highly positive scores on PC1 and negative on PC2, and they are strongly
related mainly to the variables C18:2, C18:3, C18:2t+C18:3t, K232, K270, AK and
GE.

The projection of the samples onto a plane defined by PC1 x PC2 presented in
Figure 1 corroborates the previous discussion, with sets being formed by previous
groups A (first set - EVOO possibly not adulterated), B (second set - samples with the
presence of refined oil) and C (third set - samples with the presence of refined oll
from other origin). Scores graph show that 4 out of 13 samples labelled as olive oil
and 18 out of 46 samples (40%) labelled as EVOO were rearranged and set in group
C. In previous studies conducted in Brazil in 2002 and 2017, products labelled as
EVOO were shown to be adulterated with the addition of a vegetable oil of lower
commercial value in 16.5% and 27% of the cases, respectively (Aued-Pimentel et al.,
2002; Tfouni et al., 2017). These results show that this practice is still a cause of
concern, as apparently there was no reduction in the frequency of adulteration.

According to Figure 1 and Tables 2 and 3, samples from groups B (samples
with the presence of refined oil) and C (samples with the presence of refined oil from
other origin) present higher levels of stigmastadiene, C18:1t, AK, 3-MCPDE, 2-
MCPDE and GE; which presence is related to the refining process of vegetable oils.
Therefore results indicate that 3-MCPDE, 2-MCPDE and GE could be used as an

additional parameter to indicate the presence of refined oils in olive oils.

4. CONCLUSIONS
The levels of 3-MCPDE, 2-MCPDE and GE in the analysed products varied
and ranged from not detected to 3.77 mg/kg for 3-MCPDE, not detected to 1.91

mg/kg for 2-MCPDE and not detected to 1.98 mg/kg for GE.
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The presence of 3-MCPDE, 2-MCPDE and GE in vegetable oils was shown to
be an indicative of the presence of a refined vegetable oil. The presence of these
esters in samples commercialized as EVOO indicates the addition of refined oils that
were not declared on the label; therefore, the analysis of 3-MCPDE, 2-MCPDE and
GE may also be used as a complementary indicator of adulteration of virgin oils with
refined oils. However, the use of a wider group of analysis is still necessary to
establish the purity of an EVOO sample.

Considering the toxicity of the contaminants and that some samples are
contaminated with levels as high as the ones found in refined palm oil, the
implementation of a monitoring program is suggested for all types of olive oil and
blends containing olive oil as, besides the fact that adulteration of these products

may deceive the consumers, it may also represent a potential health risk.
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CONCLUSOES

A presenca de 3-MCPDE, 2-MCPDE e GE foi constatada nos 6leos vegetais
comercializados como 6leo composto, azeite de oliva tipo Unico e em parte dos
identificados como azeite de oliva extra virgem (EVOO).

A adicdo de 6leos vegetais refinados aos azeites comercializados como
EVOO acrescentam compostos toxicos a um produto onde ndo era esperado
encontra-los, causando uma divergéncia dos beneficios associados a saulde
buscados pelos consumidores.

Em vista da toxicidade associada a estes contaminantes, existe potencial
risco para a saude dos consumidores, sendo recomendada a inclusdo de produtos
comercializados como EVOO em futuros estudos de ingestéo.

A presenca de 3-MCPDE, 2-MCPDE e GE em 0leos vegetais mostrou ser
um indicativo da presenca de um 6leo vegetal refinado. Portanto, a presenca desses
ésteres em amostras comercializadas como EVOO indica a adicdo de Oleos
refinados que nao foram declarados no rétulo. No entanto; um grupo mais amplo de
analises € necessario para estabelecer a pureza de uma amostra de EVOO.

Assim, de acordo com este estudo, a determinagéo de 3-MCPDE, 2-MCPDE
e GE também pode ser utilizada como um indicador complementar de adulteracédo
de EVOO.
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ANEXO 2

RESULTADOS DOS PARAMETROS DE IDENTIDADE E QUALIDADE

Tabela 1. Parametros analisados de indice de perdéxido e acidos graxos livres para amostras

comercializadas como azeite de oliva extra virgem (n = 46)

Amostra indice de peréxido  Acidos graxos

(mEq/kg) livres (g/100g)
Al 6.94 +0.01 0.32+0.01
A2 8.83+0.34 0.26 £ 0.01
A3 12.09+0.11 0.37+£0.01
Al 11.19+0.45 0.38+£0.01
A5 1.87+0.16 0.10+£0.00
A6 2.54+£0.14 0.20+£0.00
A7 2.6510.27 0.27 +£0.01
A8 1.50+0.15 0.20+0.01
A9 5.85+0.91 0.27 +£0.01
Al10 7.84+0.24 0.32+0.00
All 5.76 £ 0.15 0.35+0.00
Al2 6.55+0.17 0.23+£0.00
Al3 12.99+0.18 0.35+0.00
Al4 3.45+0.04 0.24£0.01
Al5 3.61+£0.09 0.44 +£0.00
Al6 2.64+£0.12 0.36+0.01
Al7 3.23+0.17 0.33+0.01
Al8 3.57+£0.24 0.19+0.00
Al19 4.52 £ 0.45 0.21+£0.00
A20 11.71+£0.36 0.33+0.00
A21 3.20+0.12 0.10+0.00
A22 8.09 £ 0.02 0.46 £0.01
A23 8.72+0.16 0.47 £0.00
A24 10.05 £ 0.02 0.31+0.00
A25 5.89+0.13 0.37+0.01
A26 3.44+0.14 0.17 £0.00
A27 7.68+0.14 0.57+0.01
A28 13.01+£0.18 0.29£0.00
A29 3.93+£0.06 0.73£0.00
A30 8.52+0.12 0.20+£0.00
A3l 23.76 £ 1.75 0.40+0.00
A32 9.74+0.20 0.22 £0.00
A33 7.69+0.40 0.40+0.00
A34 6.45+0.12 0.22 £0.00
A35 3.54 £ 0.06 0.31+0.01
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A36
A37
A38
A39
A40
A4l
A42
A43
Ad4
A45
A46

11.31+0.20
3.51+0.14
11.19+0.12
8.43+0.15
24.50+£0.27
11.75+0.16
6.78+0.34
10.15+0.27
18.20 £ 0.37
6.56+0.19
6.91+0.13

0.27+0.01
0.45+0.00
0.30+£0.00
0.18+0.00
0.22£0.00
0.43+0.00
0.22£0.00
0.35+0.00
0.50+0.01
0.15+0.00
0.15+0.01

Tabela 2. Parametros analisados de indice de peréxido e acidos graxos livres para amostras

comercializadas azeite de oliva (n = 13)

indice de peréxido

Acidos graxos

Amostra (mEq/kg) livres (g/100g)
B1 1.18 £ 0.06 0.17 £0.00
Bl 1.18 £ 0.06 0.17 £ 0.00
B2 6.30+£0.17 0.26 £0.01
B3 4,74 £0.32 0.20+£0.00
B4 5.65+£0.07 0.34£0.00
B5 3.61+0.19 0.83 £ 0.00
B6 4.64 £0.32 0.36£0.01
B7 5.86 £ 0.06 0.35+0.00
B8 3.94 £0.06 0.08 £ 0.00
B9 3.52+£0.06 0.26 £ 0.00
B10 3.27+£0.19 0.64 £0.01
B11 5.13+0.42 0.22 £ 0.00
B12 8.22+0.10 0.13+£0.00
B13 1.47 £0.20 0.24 £ 0.00

Tabela 3. Parametros analisados de indice de perdxido e acidos graxos livres para amostras

comercializadas 6leo composto (n = 17)

indice de peréxido

Acidos graxos

Amostra (mEq/kg) livres (g/100g)
C1 3.26£0.13 0.17 £0.00
C2 2.04 £ 0.06 0.13+0.00
Cc3 2.00+£0.00 0.10 £ 0.00
C4 4,93 +0.33 0.24 £ 0.00
C5 3.18£0.01 0.21+£0.00
Cé6 3.27 £0.39 0.28 £0.00
Cc7 1.95+0.06 0.11+£0.00
C8 3.54+0.25 0.16 £0.00
C9 2.36+0.13 0.35+0.00
C10 1.87 £0.06 0.19+£0.00
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C11 2.40+0.32 0.38+0.00
C12 3.86 £ 0.06 0.46+0.01
C13 3.31+£0.25 0.42+0.01
Ci4 3.36+0.20 0.48 +0.00
C15 2.51+£0.07 0.30+0.00
C16 4.65+0.00 0.21+£0.00
C17 1.66 +0.06 0.23+0.00

Tabela 4. Parametros analisados de extingcdo especifica para amostras comercializadas como azeite

de oliva extra virgem (n = 46)

Amostra Extingdo especifica

K232 K270 AK
Al 2.07£0.03 0.21+0.01 0
A2 2.03+0.01 0.18+0.01 0
A3 2.34+0.00 0.17+0.01 0
A4 1.94 £ 0.05 0.20+0.01 0
A5 6.53+0.13 0.87+0.03 0
A6 6.00 £ 0.02 2.07 £ 0.06 0.17 £0.00
A7 3.64+£0.04 1.39+0.04 0.13+0.00
A8 4.01+0.05 2.68+0.03 0.35+0.00
A9 5.11+0.05 2.42+£0.04 0.27 £0.00
A10 2.38+0.01 0.19+0.00 0
All 1.94 £ 0.05 0.14 +0.00 0
Al12 2.03+0.03 0.20+0.01 0
Al13 2.38+0.03 0.24 +0.00 0
Al4 6.86 £ 0.03 0.87+£0.03 0
A15 4.58 +0.06 1.60 £ 0.02 0.15+0.00
Al6 4.77 £0.04 2.20+0.04 0.23+£0.00
Al17 4.19 +0.04 2.00+0.02 0.24 +0.00
Al18 6.45 = 0.05 2.25+0.03 0.21+0.00
Al19 3.78 £ 0.06 2.15+0.02 0.26+0.00
A20 2.63+0.09 0.22+£0.00 0
A21 6.44 +0.15 0.96 +0.01 0
A22 2.14+0.07 0.16 £0.00 0
A23 2.26 £ 0.06 0.13+0.00 0
A24 2.46 £0.04 0.22+ 0.01 0.01+0.00
A25 1.88 £0.01 0.13+0.00 0
A26 1.88£0.01 0.14 +£0.00 -0.01
A27 1.90 £ 0.01 0.26 +0.01 0.01+0.00
A28 2.51+0.07 0.21+0.00 0
A29 4.44 +0.04 1.70 £0.02 0.15+0.00
A30 1.87 £0.01 0.13+0.00 0
A31 3.90+0.05 0.32+0.00 0.01+0.00
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Tabela 5. Parametros analisados de extingéo especifica para amostras comercializadas como azeite

de oliva (n = 13)

Tabela 6. ParAmetros analisados de extingdo especifica para

composto (n = 17)

A32
A33
A34
A35
A36
A37
A38
A39
A40
A4l
A42
A43
Ad4
A45
A46

2.19+0.04
2.05+0.02
2.16 £0.02
4.39+0.03
2.3+0.04
6.85+0.10
2.39+0.07
2.10+0.01
3.84£0.02
2.49+0.04
2.00+0.01
2.26 £0.07
2.78+0.01
1.82 +0.02
1.91 +0.06

0.18+0.01
0.18+0.00
0.15+0.01
2.27+£0.01
0.18 £0.00
3.26 £0.05
0.15+£0.00
0.17+£0.00
0.18 £0.00
0.18+0.01
0.15+£0.00
0.17+£0.00
0.22£0.00
0.11+0.00
0.16 £ 0.00

0

0

0
0.28+0.01

0
0.38+0.01

o

O O O OO0 o o o

Amostra Extingdo especifica
K 232 K270 AK

B1 4.95+0.09 0.82+0.01 0

B2 2.24+0.04 0.24 £0.01 0.01+£0.00
B3 2.23+0.01 0.33+0.01 0.02 +0.00
B4 2.29+0.05 0.52+0.01 0.04 £ 0.00
B5 2.52+0.01 0.58 +0.00 0.04 +0.00
B6 2.04+0.03 0.47 £0.00 0.04 £ 0.00
B7 2.30+0.02 0.40+0.00 0.02 +0.00
B8 6.54 +0.15 3.08 £0.02 0.37+0.01
B9 5.41+0.13 1.33£0.05 0.01+0.00
B10 4.32+0.02 1.28 £ 0.00 0.10+0.00
B11 3.09 £ 0.00 1.26 £ 0.02 0.19+0.00
B12 2.60+0.03 0.49+0.00 0.04 £ 0.00
B13 3.98 £ 0.08 1.58 £0.02 0.21+0.01

amostras comercializadas como 6leo

Amostra Extingdo especifica
K232 K270 AK

Cc2 1.99 £ 0.02 0.94+£0.01 0.32+0.01
c3 4.05+0.00 2.29+0.01 0.25+0.00
ca 3.78 £0.00 2.10+0.01 0.22 £0.00
C5 6.14 £ 0.02 2.71+£0.02 0.29+0.01
Cé 4.20+0.01 1.76 £ 0.03 0.14 £0.00
c7 3.91+0.11 1.58 £ 0.04 0.15+0.00
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C8 5.53+£0.02 1.92+0.01 0.15+£0.00
9 3.92+0.01 0.97 £0.02 0.06 £ 0.00
Ci10 4.31+0.06 1.11+£0.03 0.07£0.00
C11 3.93+0.02 1.78 £0.03 0.20+0.00
C12 4.54 £ 0.06 1.79+£0.04 0.18 £0.00
C13 4.54 +0.07 1.40+£0.03 0.12+0.00
Ci4 4.73+£0.04 1.55+0.02 0.11+£0.00
C15 3.38+0.02 1.17+£0.01 0.11+0.00
Ci6 3.52+0.01 0.47 £0.00 0

C17 3.65+0.11 1.09 £ 0.04 0.09+0.00

Tabela 7. Parametros analisados de estigmastadienos para amostras comercializadas como
azeite de oliva extra virgem (n = 13)

Amostras Estigmastadienos (mg/kg) Amostras Estigmastadienos (mg/kg)
Al n.d. A24 n.d.
A2 n.d. A25 n.d.
A3 n.d. A26 n.d.
A4 n.d. A27 1.41+£0.02
A5 13.01+£0.33 A28 n.d.
A6 5.87+0.17 A29 2.48 £0.01
A7 4.68 £0.84 A30 n.d.
A8 9.04 £0.24 A3l n.d.
A9 10.73 £0.55 A32 n.d.
Al10 n.d. A33 n.d.
All n.d. A34 n.d.
Al2 n.d. A35 7.41+0.32
A13 n.d. A36 n.d.
Al4 13.09£0.45 A37 13.09+0.31
A15 6.33+0.27 A38 n.d.
Al6 7.28 £ 0.50 A39 n.d.
Al17 6.80 £ 0.33 A40 n.d.
Al18 5.85 1 0.07 A4l n.d.
Al19 10.12 £0.32 A42 n.d.
A20 n.d. A43 n.d.
A21 12.13+0.12 Ad4 n.d.
A22 0.12 £ 0.00 A45 n.d.
A23 0.09 £ 0.00 A46 n.d.
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Tabela 8. Pardmetros analisados de estigmastadienos para amostras comercializadas como

azeite de oliva (n = 13)

Amostras Estigmastadienos (mg/kg)

B1
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9
B10
B11
B12
B13

38.77
44.67
11.01
7.77
97.27
25.86
11.75
10.69
39.84
136.09
34.35
3.57
39.71

nd = ndo detectado

Tabela 9. Parametros analisados de estigmastadienos para amostras comercializadas como

6leo composto (n = 17)

Amostras Estigmastadienos (mg/kg)

c1
c2
3
C4
c5
Cé
Cc7
C8
c9
C10
C11
C12
C13
Ci4
C15
C16
C17

2.57
11.37
5.61
11.46
8.19
8.47
11.59
18.58
12.45
23.92
6.64
11.33
13.21
2.94
8.14
26.39
6.05

nd = ndo detectado
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Tabela 10. Parametros analisados de composicdo em &cidos graxos para amostras comercializadas como azeite de oliva extra virgem (n = 46)

Composicdo em acidos graxos (g/100g)

Amostras C14:0 C16:0 C16:1 C17:0 C17:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:0 C20:1 C22:0 C24:0 C18:1t C18:2t+C18:3t

Al 0 1098 087 0.07 0.12 258 7187 730 058 034 0.24 0.10 0 0 0
A2 0 11.89 094 006 010 3.08 6941 840 0.63 041 0.25 0.11 0 0 0
A3 0 1412 130 0.08 0.16 195 6392 1221 0.75 037 0.30 0.11  0.06 0 0
A4 0 11.31 0.75 0 008 249 7377 531 069 043 0.30 0.14 0 0 0
A5 0.08 10.42 0.11 0.08 0 3.66 27.01 46.24 385 037 0.65 0.46 0.16 0 1.38
A6 0.09 10.80 0.13 0.09 0 3.63 2932 4478 4.28 0.40 0 0.52 0.20 0.07 0.54
A7 0.07 10.44 0.12 0.08 0 3.56 26.76 4732 5.73 0.37 0 0.45 0.16 0 0.22
A8 0.07 1030 0.11 0.08 0 3.12 26.52 48.64 536 0.33 0 0.46 0.17 0 0.19
A9 0.07 1032 0.11 0.09 0 3.86 24.40 4942 5.29 0.38 0 0.45 0.16 0 0.48
Al0 0 13.48 1.37 0 011 273 6638 971 063 040 0.23 0.11 0 0 0
All 0 1436 129 0.11 0.21 179 6451 1154 061 0.12 0.28 0.12 0 0 0
Al2 0 10.51 0.83 0 0.10 334 7390 511 058 038 0.23 0.11 0 0 0
Al3 0 10.27 0.76 0 0.10 280 7294 556 057 038 0.24 0.12 0.06 0 0
Al4 0.08 10.76 0.13 0.08 0 3.59 26.13 4645 399 0.37 0 0.46 0.16 0.14 l.61
Al5 0.09 10.75 0.20 0.08 0 3.58 27.86 4586 4.86 0.38 0 0.42 0.15 0 0.59
Al6 0.07 10.39 0.12 0.09 0 3.86 27.99 4590 4.75 0.39 0 0.48 0.16 0 0.60
Al7 0.07 10.44 0.15 0.08 0 3.59 28.16 46.08 5.19 0.37 0 0.44 0.16 0.10 0.32
Al8 0.08 10.68 0.12 0.09 0 3.59 29.84 4475 4.14 040 0 051 0.20 0.11 0.50
Al9 0.07 10.54 0.16 0.09 0 3.81 29.88 4392 419 048 0 0.50 0.19 0 1.72
A20 0 16.97 2.03 0 0.07 235 5593 1630 0.89 0.41 0 0.12 0 0 0
A21 0.08 1035 0.11 0.08 0 3.65 27.02 46.39 4.11 0.37 0 0.46 0.16 0 1.32
A22 0 1422 131 0.07 011 218 6282 1296 096 0.37 0 0.11 0.06 0 0
A23 0 1421 130 0.07 0.11 220 6286 1293 0.96 0.37 0 0.11 0.06 0 0
A24 0 12,72 120 010 0.17 219 6898 849 080 0.34 0 0.11 0 0 0
A25 0 10.09 0.77 0 0.08 398 7436 4.28 0.77 0.38 0 0.10 0 0 0
A26 0 10.06 0.73 0 0.10 3.14 7491 472 0.87 0.37 0 0.10 0 0 0
A27 0 11.24 088 0.08 0.12 293 69.17 9.04 099 0.38 0 0.12 0.06 0 0
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Amostras C14:0 C16:0 C16:1 C17:0 C17:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:0 C20:1 C22:.0 C24:0 C18:1t C18:2t+C18:3t

A28 0 1145 0.79 010 0.14 322 7193 582 091 0.42 0 0.11 0.06 0 0
A29 0 11.29 031 0.10 0 401 2755 4469 576 0.36 0 033 0.11 0 0.34
A30 0 1094 086 0.08 012 331 7270 561 091 0.39 0 0.11 0 0 0
A3l 0 11.85 0.98 0 0.10 278 6948 791 091 0.43 0 0.12 0.07 0 0
A32 0 1149 094 009 013 315 7134 6.19 0.88 0.41 0 0.11 0.06 0 0
A33 0 9.98 0.76 0 0.09 3.28 7447 434 0.87 0.36 0 0.10 0 0 0
A34 0 9.74 0.69 0 0.08 355 7540 4.23 0.78 0.37 0 0.10 0 0 0
A35 0.07 10.54 0.13 0.08 0 3.69 27.79 4631 5.23 0.39 0 0.47 0.16 0 0.32
A36 0 11.14 085 0.07 010 3.06 7084 751 0.86 0.40 0 0.11 0 0 0
A37 0.07 1043 0.13 0.09 0 3.79 28.83 4460 3.70 0.40 0 0.49 0.19 0 1.41
A38 0 11.24 093 006 011 334 7079 7.16 0.88 0.38 0 0.11 0 0 0
A39 0 9.84 072 006 010 348 7474 482 080 0.35 0 0.10 0 0 0
A40 0 88 054 014 020 3.21 7351 7.10 0.90 042 0 0.11 0 0 0
A4l 0 13.25 114 0.07 0.15 175 66.31 10.89 1.03 0.35 0 0.11 0.06 0 0
A42 0 1083 0.79 0.07 0.1 319 7245 6.19 0.86 0.39 0 0.11 0 0 0
A43 0 11.13 085 0.08 0.13 3.07 71.10 7.08 0.81 0.38 0 0.11 0 0 0
Ad4 0 11.07 0.76 0.06 009 265 7262 6.19 094 0.44 0 0.14  0.06 0 0
A45 0 13.28 123 0.08 0.17 196 6819 869 091 0.37 0 0.11 0.06 0 0
A46 0 9.27 063 009 0.13 3.09 7528 497 096 0.38 0 0.11 0 0 0
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Tabela 11. Parametros analisados de composicdo em 4cidos graxos para amostras comercializadas como azeite de oliva (n = 13)

Composicdo em acidos graxos (g/100g)

Amostras C14:0 C16:0 C16:1 C17:0 C17:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:0 C20:1 C22:0 C24:.0 C18:1t C18:2t+C18:3t

B1 0.06 10.19 0.12 0.09 0 3.79 31.69 4221 443 0 0.22 0 0.17 0.54 1.55
B2 0 993 0.73 0 009 363 7434 504 080 0.38 0 0.11 0 0.07 0
B3 0 10.14 0.73 0.06 0.09 3.73 7422 507 076 0.39 0 0.11 0 0 0
B4 0 10.70 0.76 0.08 0.11 358 7203 668 080 041 0 0.11 0 0 0
B5 0 10.06 0.70 0.07 0.11 334 7246 6.69 084 0.41 0 0.15 0.07 0.14 0
B6 0 1040 0.72 0.07 010 346 7262 643 082 041 0 0.12 0 0.06 0
B7 0 10.23 0.72 0.06 0.10 3.60 7299 6.21 078 0.41 0 0.12 0 0.00 0
B8 0.07 10.18 0.09 0.09 0 3.86 27.00 46.83 4.41 039 049 051 0.20 0.00 0.87
B9 0.09 10.86 0.16 0.08 0 3.69 2751 46.25 430 039 046 044 0.15 0.00 0.76
B10 0 11.13 0.79 0.07 011 281 6832 1006 098 041 0 0.18 0.08 0.28 0.14
B11 0 7.29 037 0 0.06 257 7086 12.10 0.86 0.32 0 0.51 0.20 0.09 0.12
B12 0 1234 1.16 0 0.09 3.27 67.65 945 0.76 0.40 0 0.11 0 0.00 0.08
B13 0.11 11.17 0.11 0.08 0 3.68 2540 4780 5.11 038 035 045 0.15 0.00 0.46
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Tabela 12. Parametros analisados de composicédo em acidos graxos para amostras comercializadas como 6leo composto (n = 17)

Composicdo em acidos graxos (g/100g)

Amostras C14:0 C16:0 C16:1 C17:0 C17:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:0 C20:1 C22:0 C24:0 C18:1t C18:2t+C18:3t

Cc1 0.06 11.03 0.29 0.08 0 353 3094 4313 486 036 0.22 039 0.16 0 0.26
Cc2 0.07 1094 0.27 0.08 0 3.48 29.22 4484 467 039 033 043 0.16 0 0.39
c3 0.07 10.68 0.22 0.08 0 321 27.72 4691 519 034 0.18 041 0.16 0 0.23
Cc4 0.07 11.27 038 0.07 0.06 292 30.22 4439 501 034 0.09 043 0.16 0 0.11
c5 0.07 1031 0.12 0.09 0 3.80 3050 4345 390 039 049 048 0.19 0 1.12
Cé6 0.07 1066 0.12 0.09 0 396 2686 4661 541 041 0.22 0.46 0.16 0 0.32
c7 0.08 10.30 0.08 0.09 0 4.07 2477 48.75 554 039 023 046 0.17 0.06 0.37
C8 0.09 10.73 0.09 0.08 0 3.66 2557 48.15 487 039 033 049 0.18 0 0.60
C9 0.07 10.56 0.16 0.09 0 3.74 26.09 47.14 567 038 033 044 0.14 0 0.42
C10 0.07 1041 0.11 0.09 0 3.77 2577 4786 542 039 032 044 0.16 0 0.44
C11 0.14 1085 0.13 0.09 0 4.23 27.57 4480 5.08 040 032 047 0.16 0.54 0.46
C12 0.07 1046 0.12 0.08 0 0.08 27.19 46.56 5.16 038 034 046 0.16 0 0.41
C13 0.07 10.65 0.18 0.08 0 3.63 2750 46.21 486 038 043 045 0.14 0 0.59
Ci4 0.07 10.88 0.20 0.08 0 359 2745 4634 516 0.39 0 045 0.16 0 0.33
C15 0.07 1037 0.11 0.08 0 3.51 26.25 4791 597 0.34 0 0.42 0.15 0 0.17
Ci6 0.07 10.14 0.11 0.09 0 3.48 2881 4554 533 036 029 043 0.14 0.06 0.41
C17 0.07 1035 0.11 0.09 0 3.85 2462 4858 595 0.38 0 0.45 0.15 0 0.36

73



