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RESUMO

Em 2019, um extenso derramamento de petréleo foi identificado na costa do Brasil. O evento
causou a contamina¢do com petroleo de mais de 4.000 km do litoral do pais, levando a
interdicao de praias e atividades pesqueiras, gerando prejuizos ao comércio de pescado. O
desastre destacou a necessidade de um método analitico capaz de quantificar hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) em pescado de forma agil e com confiabilidade metrolégica
para a tomada de decisdes. Esta tese, composta por trés capitulos, teve como objetivo avaliar a
contaminagdo de amostras de pescado com HPAs apos o derramamento de petroleo de 2019.
No primeiro capitulo, apresentado em formato de revisdo da literatura, foram abordadas
importantes questdes envolvidas na contaminacao de pescado com petroleo, incluindo os
principais desastres de derramamento nos oceanos e os impactos na seguranga do pescado; os
marcadores quimicos de contaminagao; os possiveis efeitos a saide humana devido ao consumo
de pescado contaminado; os métodos analiticos de controle; e as abordagens mais adequadas
para avaliar os riscos a saide humana. As abordagens discutidas foram reproduzidas, adaptadas
ou otimizadas neste estudo. Técnicas de extragdo modernas, deteccdo por espectrometria de
massas e avaliacdo de risco foram empregadas. Pela primeira vez, um método baseado em
extragdo por liquido pressurizado usando uma maquina de capsula de café espresso e posterior
quantificagdo de HPAs por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em
modo fandem (LC-MS/MS) foi aplicado a amostras de pescado. O método desenvolvido, que
correspondeu ao segundo capitulo desta tese, auxiliou as autoridades reguladoras a garantir a
seguranga sanitaria do pescado. Os resultados iniciais fizeram parte do primeiro relatorio oficial
sobre a contaminagdo de pescado com HPAs apos o desastre. No entanto, os desdobramentos
da investigacdo demandaram o aumento da frequéncia analitica e da reprodutibilidade do
método. Um método avancado de extragdo dispersiva guiada energizada (EDGE) foi entdo
desenvolvido para atender a esse propoésito, proporcionando inovagdo quimica ao terceiro
capitulo deste estudo. O novo método foi aplicado a varias amostras bioldgicas para analisar as
evidéncias criminais do derramamento de petrdleo, consolidando os dados do primeiro
monitoramento oficial brasileiro de HPAs em pescado. Além disso, o risco da exposi¢ao a satde
dos consumidores de pescado foi avaliado pelo modelo deterministico de exposi¢do dietética
cronica e pela abordagem de margem de exposi¢ao (MOE). Com os métodos desenvolvidos,
mais de 400 amostras foram analisadas. Apesar da baixa taxa de amostras ndao conformes (<
1%), HPAs foram mensurados em 23% das amostras de pescado (n = 85), compreendendo
valores até 156 pg kg™ para o conjunto de marcador de contaminagio de alimentos SHPAs. O
composto carcinogénico benzo[a]pireno (B[a]P) estava presente em 7,7% (n = 29) das
amostras. Os resultados da avaliagdo de risco indicaram que o desastre foi de baixa preocupacao
a satde dos consumidores de pescado. Apesar disso, a exposicao aos HPAs deve ser mantida o
mais baixo quanto razoavelmente possivel. Os produtos desta tese foram tteis nao apenas para
a inspe¢do de pescado, mas também foram aplicados na investigagao forense do desastre. Com
os métodos desenvolvidos foi possivel mensurar concentragdes de até 39.456 ug kg! de HPAs
em oOrgdos e tecidos de aves, mamiferos e répteis. Dessa forma, foi demonstrada a importancia
de os laboratorios oficiais de controle respaldarem as investigacdes e agdes das autoridades
reguladoras, evitando prejuizos a economia pesqueira e preservando a saude dos consumidores.

Palavras-chave: Analise de alimentos; Avaliacdo de risco; Saude publica; Seguranca de
alimentos; Validacdo de método.



ABSTRACT

In 2019, an extensive oil spill was identified in the Brazilian coast. The event caused the oil
contamination of more than 4,000 km of the country's coastline, leading to the banning of
bathing on beaches and fishing activities, causing damage to seafood trade. The disaster
highlighted the need for an analytical method capable of quantifying polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAH) in seafood quickly and with metrological reliability for decision-making.
This thesis, consisting of three chapters, aimed to assess the PAH contamination of seafood
samples after the 2019 oil spill. The first chapter presented a literature review, where important
issues involved in the contamination of seafood with oil were addressed, including the main oil
spill disasters in the oceans and its impacts on seafood safety; chemical markers of
contamination; possible effects of the consumption of seafood contaminated with PAH on
human health; analytical control methods; and the most appropriate approaches to assess its
risks to human health. The approaches discussed were reproduced, adapted, or optimized in this
study. Modern extraction techniques, mass spectrometry detection, and risk assessment were
employed. For the first time, a method based on pressurized liquid extraction using a hard cap
espresso coffee machine and subsequent quantification of PAH by liquid chromatography
coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) was applied to seafood samples. The
developed method, which represented this thesis’ second chapter, assisted regulatory authorities
to guarantee seafood safety. The initial results were part of the first official report on PAH
seafood contamination after the disaster. However, the investigation unfolding demanded an
increase in the analytical throughput and method reproducibility. An advanced method of
energized dispersive guided extraction (EDGE) was then developed to serve this purpose,
providing chemical innovation to the third chapter of this study. The new method was applied
to several samples of biological matrices in order to analyze criminal evidence of the oil spill,
consolidating data of the first official Brazilian PAH monitoring in seafood. In addition,
exposure risk to the health of seafood consumers was assessed by the deterministic model of
chronic dietary exposure and the margin of exposure approach. With the developed methods,
over 400 samples were analyzed. Despite the low rate of non-compliant samples, PAH were
measured in 23% of the seafood samples (n = 85), comprising values up to 156 pg kg for the
marker set PAHS. The carcinogenic compound benzo[a]pyrene (B[a]P) was present in 7.7% (n
= 29) of the samples. The results of the risk assessment indicated that the disaster was of low
concern for public health. Despite this, PAH exposure should be kept as low as reasonably
achievable. The results of this thesis were useful not only for seafood inspection, but were also
applied in the forensic investigation of the disaster. With the developed methods, concentrations
of up to 39,456 ng kg ! of PAH were measured in organs and tissues of birds, mammals, and
reptiles. In this way, the importance of the official control laboratories supporting the
investigations and actions of the regulatory authorities was demonstrated, preventing damage
to the fishing economy, and preserving the health of consumers.

Keywords: Food analysis; Food safety; Method validation; Public health; Risk assessment.
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maquina de cépsula de café espresso

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés, high performance
liquid chromatography)

indeno[ 1,2,3-cd]pireno

International Agency for Research on Cancer



IBGE

LC-APCI-MS/MS

LOD
LOQ
MOE
M2

PLE
QuEChERS
SIF
SRM
TEF

US EPA
4HPAs

8HPAs

16 US EPA HPAs

15+ 1 EU HPAs

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em modo
tandem com ionizagdo quimica a pressao atmosférica (do inglés, liquid
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metilcriseno



SUMARIO

1 INTRODUQGAOQ ...eeeerereerereseesesessssssssesssssssssssessssssssssssssssssessssssesssssssssssesssssssssssessssssesens 19
2 OBIETIVOS cueeeerereeneersssesssssessessesssssssssssssssssssssssessessessesssssesssssssssssessessessessessssseses 22
2.1 OBJETIVO GERAL. ..o 22
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .......ooouoeieeeeeeeeeeeeeeeeeeesee e 22

CAPITULO I: DESASTRES COM DERRAMAMENTOS DE PETROLEO NOS
OCEANOS: IMPACTOS NA SEGURANCA DOS ALIMENTOS E METODOS

ANALITICOS DE CONTROLE ........cueeeeerrersressessessessessesssssessesssssssssessessessessessessessessssssses 23
1 INTRODUQGAOQ ...eeeeerereerereseresesessssssessssssssssesssssssssssessssssasssssssssssesssssessssessssssessssssesens 27
2 OS PRINCIPAIS DESASTRES COM PETROLEO NOS OCEANOS E SEUS
IMPACTOS.....cevrerrrerreressessesens 29
2.1 A EXPERIENCIA BRASILEIRA COM DESASTRES COM DERRAMAMENTO DE
PETROLEO.........ooooiiiieeeeeee oo ee s 33
3 MARCADORES QUIMICOS DE CONTAMINACAO POR PETROLEO E
TOXICOLOGIA ...cuueeereerereresserssessesesssssasesssssssessessssessasessesssessessssessasessessssessasssessassssasssesses 38
4 METODOS ANALITICOS DE CONTROLE PARA DETERMINACAO DE HPAs
EM PESCADO.......ouoeereerersressssessessssessssssesssssssssssessssssssssssssessssesssssssessessssessassssssssessasessesas 46
5 ANALISE DE RISCO ....uuuereercrerernesesssscssssesssssssessssesssssssessssessessssesssssssessassssessssessesesses 59
5.1 AVALIACAO DE RISCO A SAUDE HUMANA ASSOCIADA AO CONSUMO DE
PESCADO CONTAMINADO COM HPAS ........ooovimieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 61
6 CONCLUSAOQ ..ueveeeereeersresssssessesssssssesssssssssesesssssssssesssssesesssssssssesssssssssssasssssesessasssesss 68
7 REFERENCIAS ..eoeeceercrerensesesessesesssssesessessassssesssssssessssessssessessssesssssssesssssssessssessesesses 69

CAPITULO II: DETERMINACAO DE HPAS EM PESCADO POR PLE-LC-APCI-
MS/MS APOS O DERRAMAMENTO DE PETROLEO NO NORDESTE E SUDESTE

DO BRASIL ...eveeeeeteereressesssessessssessesessesssessesssssssesessasssessessssessesssssssssessasssessssessesssessasssess 79
1 INTRODUGAOQ ...ueeercrererenenenenesesesesesesesesesesssssesesesssesssssesssssesssesssessssssssssssssssssssssssssses 83
2 MATERIAL E METODOS .....couevteereereernssesessssssessessessessessesssssesssssssessessessessessessessssseses 85
2.1 PADROES E REAGENTES ......cooiiiiiieiieeieeee ettt 85
2.2 AMOSTRAS ..ottt 86
2.3 EXTRACAO DAS AMOSTRAS ... 86

2.4 ANALISES POR LC-APCI-MS/MS ......oovuimioeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeees e 88



2.5 VALIDACAO DO METODO ..ottt eese e eese s s eeenan 91

2.6 APLICABILIDADE DO METODO.........ooooviiiieeeeeeieeeeeeeees e eeeeeeeeeeees e 93
3  RESULTADOS E DISCUSSAQ .....ceouereerreresressessessessessessessesssssesssessessessessessessessessssasses 94
3.1 OTIMIZACAO DO METODO DE EXTRACAO ..o 94
3.2 OTIMIZACAO DAS CONDICOES LC-APCI-MS/MS ......c.oviveeeieeieeeeeseeeeseeeseneens 97
3.3 VALIDACAO DO METODO ......oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et e e e eeese s 100
3.4 APLICABILIDADE DO METODO...........cooimiiiiieeeeeeeeeeeeseeee oo 104
4 CONCLUSAQ ..ccecrreereresnssssessessssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssessesssssesssssses 107
5  REFERENCIAS ...ooueveteerereereenesessesesessesssessessssessesessessssssessssessssessesssssssssessassssessesessss 108

CAPITULO III: RAPIDA EXTRACAO DISPERSIVA GUIADA ENERGIZADA DE
HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS PARA ANALISE DE
EVIDENCIAS DO DERRAMAMENTO DE PETROLEO E MONITORAMENTO

PESCADO BASEADO EM RISCO........oovereeressessessessessessesssssssssssssssssessessessessessessessssens 112
1 INTRODUQCAQ .eeeeecrceeresessesesessesessssesessessssssssssasssessesssssessssssessssessssssessssessssssesssssss 116
2 MATERIAL E METODOS .....ooueeterrerresssesessesssessessessessessessessessessssssessessessessessessessasas 118
2.1 PADROES E REAGENTES .......cooiotiiieieteeeeeeeeeese e es s n s nnenes 118
2.2 AMOSTRAS ..ot se st ee e eeses s nansenes 118
2.3 EXTRACAO DISPERSIVA GUIADA ENERGIZADA (EDGE) ......coooooeeeeeeeeean 119
2.4 ANALISES POR LC-APCI-MS/MS ......ooviiiiiieieeieeeeeeeieeeeeeseseeeeee v, 121
2.5 AVALIACAO DA PERFORMANCE DO METODO .........cccooviiieoiieeeeseeeesereees 123
2.6 AVALIACAO DE RISCO ... 124
3  RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....coerveeernerrresresnssessssssessssesssssssessssessessssessssssessesessoses 126
3.1 EXTRACAO DISPERSIVA GUIADA ENERGIZADA (EDGE) .......cocoveeeeeeeenne. 126
3.2 ANALISE POR LC-APCI-MS/MS.....oiiiiiiieeeieeeeeeeseeseeee e, 129
3.3 AVALIACAO DA PERFORMANCE DO METODO .......c.coooiieieiereeseeereeesereenn. 131
3.4 PRIMEIRO MONITORAMENTO OFICIAL BRASILEIRO DE HPAS EM
PESCADO ..o s st se s es s snes s naeneens 134
3.5 AVALIACAO DE RISCO .....oovieiiiieeieiceeeeee et 136
3.6 APOIO LABORATORIAL A INVESTIGACAO FORENSE ........cccoovviveeerercrnnne. 139
4 CONCLUSAQ ..ocerreereresssssessessssssssssssssessssssssssssssssssessesssssssssssssssssessssssssessssssssesssssses 141
5  REFERENCIAS ...oueeeecrereenesesesesessessssessesssessesessessssessesssesssssssesssssssssessessesessesessess 143

CONSIDERACOES FINAIS 146




APENDICE A: PRODUTOS DA TESE




19

1 INTRODUCAO

Em 2019, ocorreu um derramamento de petrdleo no oceano Atlantico Sul atingindo
mais de 4.000 km de extensao da costa brasileira. Esse desastre provocou severas consequéncias
ambientais, sociais ¢ econdmicas. Em decorréncia da grave situagcdo instaurada, o governo
brasileiro langou uma forga-tarefa para gerenciar as consequéncias do desastre. Orgdos
nacionais e internacionais forneceram auxilio nas investigacdes, mitigacdo dos danos e
monitoramento dos impactos ambientais ¢ na saide. A Marinha do Brasil, IBAMA e Policia
Federal foram os responsaveis pela coleta de amostras biologicas como evidéncias criminais do
desastre e o Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) foi designado para garantir a
seguranga sanitaria do pescado, especialmente em relagdo a perigos quimicos como a presenga
de hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAs) (DE MELO et al., 2022b).

Os HPAs, presentes na composi¢ao quimica do petrdleo, sdo marcadores de
contaminagdo petrogé€nica. Existem evidéncias que correlacionam a ingestdo de alimentos
contaminados com HPAs com maiores riscos de desenvolvimento de cancer (IARC, 2010). O
conjunto de 4HPAs, composto pela soma de benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno,
benzo[b]fluoranteno e criseno e o conjunto de 8HPAs, composto pela soma de
benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno,
benzo[ghi]perileno, criseno, dibenzo[a,h]antraceno e indeno[1,2,3-cd]pireno, sdo
recomendados como marcadores de contaminagdo de alimentos (EFSA, 2008).

Uma das principais fontes de dados usadas para apoiar as autoridades em situagdes de
desastres com petroleo sdo as medi¢cdes quimicas laboratoriais. O apoio laboratorial ¢
fundamental para respaldar decisdes importantes como liberacdo ou interdicdo de locais de
pesca e comercializacao de pescado, devido ao risco a satide dos consumidores. No entanto, no
momento do desastre ndo havia no Brasil um método analitico oficial para controle de HPAs
em pescado, assim como também ndo havia um programa oficial de monitoramento desses
contaminantes.

Visando respaldar as ag¢des governamentais do MAPA apds o derramamento de
petrdleo, o Laboratorio Federal de Defesa Agropecuaria do Rio Grande do Sul (LFDA-RS), por
meio do seu Setor Laboratorial Avangado de Santa Catarina (SLAV-SC) e o Programa de Pds-
Graduagdo em Ciéncia dos Alimentos (PPGCAL) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC) formaram um grupo de pesquisa para atender a esse propodsito, surgindo assim a

necessidade de execugdo desta tese para auxiliar na investigacdo do desastre.
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Para compreender o estado-da-arte da medicdo de HPAs, foi feita a fundamentagdo
teorica, apresentada como revisao da literatura no Capitulo I — Desastres com derramamentos
de petréleo nos oceanos: impactos na seguranca dos alimentos e métodos analiticos de controle.
Nesse capitulo, foram abordadas importantes questdes envolvidas na contaminagdo de pescado
com petroleo, incluindo os principais desastres de derramamento nos oceanos € 0s impactos na
seguran¢ca do pescado; marcadores quimicos de contaminagdo; possiveis efeitos a saude
humana devido ao consumo de pescado contaminado; métodos analiticos de controle e
abordagens mais adequadas para avaliar os riscos a saude humana. As abordagens discutidas
no primeiro capitulo foram reproduzidas, adaptadas ou otimizadas na principal problematica
desta tese: como avaliar a contaminagdo de amostras de pescado apds o desastre com
derramamento de petroleo no litoral do Brasil?

Essa problematica comecgou a ser resolvida no Capitulo II — Determinagdo de HPAs
em pescado por PLE-LC-APCI-MS/MS apoés o derramamento de petroleo no Nordeste e
Sudeste do Brasil. Foi desenvolvido um método de extragdo por liquido pressurizado usando
uma maquina de capsula de café espresso e posterior quantificagdo de HPAs por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas em modo fandem (LC-MS/MS). Esse método,
confiavel e de baixo custo, forneceu uma resposta rapida as autoridades reguladoras sobre a
seguranga sanitaria do pescado durante o enfrentamento do desastre. Os resultados iniciais,
obtidos pela aplicacdo do método, fizeram parte do primeiro relatorio oficial sobre a
contaminagdo de pescado com HPAs apds o desastre.

No entanto, os desdobramentos da investigacdo demandaram o aumento da frequéncia
analitica e da reprodutibilidade do método de quantificacdo de HPAs. Um método avangado de
extracdo dispersiva guiada energizada (EDGE) foi entdo desenvolvido para atender a esse novo
proposito, proporcionando inovagdo quimica ao Capitulo III — Rapida extragdo dispersiva
guiada energizada de HPAs: andlise de evidéncias do derramamento de petrdleo e
monitoramento de pescado baseado em risco. O novo método permitiu uma extracao ainda mais
rapida e reprodutivel de HPAs de diversas matrizes bioldgicas, aumentando a frequéncia
analitica necessaria para o controle oficial de pescado e consolidando o primeiro programa
oficial brasileiro de monitoramento de HPAs em pescado.

Além das medicdes quimicas laboratoriais, a avaliacao de risco desempenha um papel
fundamental quanto a seguranga sanitaria do pescado ap6s um desastre com petroleo. Os dados
fornecidos pela avaliagdo de risco podem ser usados para definir quais agdes governamentais
devem ser executadas, como revisar ou definir limites regulatorios, avaliar a frequéncia de

testes laboratoriais, fornecer aconselhamento a subgrupo populacional, entre outras.
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Considerando o potencial efeito nocivo dos HPAs na satide humana, uma avalia¢do de risco
feita pelo modelo deterministico de exposicao dietética e a abordagem de margem de exposi¢ao
foram utilizadas para fornecer respaldo cientifico as autoridades reguladoras.

Os produtos desta tese foram tteis ndo apenas para a inspecao de pescado, mas também
foram aplicados na investigacdo forense deflagrada pela Policia Federal (Operagdo Mécula),
com o objetivo de apurar a origem e autoria do derramamento de petroleo. Amostras de 6rgaos
e tecidos de aves, mamiferos e répteis foram analisadas para produzir elementos de condenagao
para o tribunal (Capitulo III).

Portanto, esta tese teve como objetivo avaliar a contaminagdo de amostras de pescado
com HPAs apo6s o derramamento de petrdleo ocorrido no litoral brasileiro, desenvolvendo
métodos analiticos para extracao e quantificagdo de 8HPAs. Os métodos desenvolvidos foram
aplicados ao monitoramento de amostras de pescado e o risco a saude dos consumidores foi

avaliado.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a contaminacao de amostras de pescado com hidrocarbonetos policiclicos

aromaticos apos o derramamento de petréleo ocorrido em 2019 no litoral brasileiro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver e validar um método analitico para quantificagdo de 8HPAs
(benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno, benzo[b]fluoranteno, benzo[ghi]perileno,
benzol k]fluoranteno, criseno, dibenzo[a,#]antraceno e indeno[ 1,2,3-cd]pireno) em pescado por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em modo fandem com fonte de
ionizagdo quimica a pressdo atmosférica (LC-APCI-MS/MS);

Desenvolver e validar um método de preparo de amostra de elevado desempenho
analitico utilizando uma técnica moderna de extra¢do dispersiva guiada energizada (EDGE)
para quantificagdo de SHPAs;

Aplicar os métodos analiticos desenvolvidos no monitoramento de amostras de
pescado provenientes do litoral brasileiro;

Avaliar o risco a saide dos consumidores de pescado utilizando o modelo
deterministico de exposi¢do dietética cronica e a abordagem de margem de exposi¢do (MOE)
para os perigos B[a]P, 4HPAs (benzo[a]antraceno, criseno, benzo[b]fluoranteno e

benzo[a]pireno) e SHPAs.



CAPITULO I
Desastres com derramamentos de petrdéleo nos oceanos:

impactos na seguranca dos alimentos e métodos analiticos de controle
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APRESENTACAO DO CAPITULO

No presente capitulo, apresentado em formato de revisdo da literatura, sdo abordados
os impactos na seguranga dos alimentos apds derramamentos de petroleo nos oceanos. Sao
discutidos com detalhes os principais desastres com petréleo nos oceanos, os marcadores
quimicos de contamina¢do de pescado, os métodos analiticos usados para avaliar a
contaminacdo de pescado e, finalmente, as abordagens mais adequadas para avaliar os riscos a
saude humana associados ao consumo de pescado apos desastres com petréleo. Esta revisao foi

publicada no periddico Food Research International.
Artigo publicado (Apéndice A):

DE MELO et al. Disasters with oil spills in the oceans: Impacts on food safety and analytical
control methods. Food Research International, v. 157, p. 111366, 2022.
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2022.111366
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RESUMO

Nos ultimos 50 anos, mais de 5,8 milhdes de toneladas de petroleo foram despejadas nos
oceanos. Alguns desastres com petroleo ficaram marcados na historia, provocando multiplas
consequéncias sociais e econdmicas, além de catastroficos impactos ambientais.
Recentemente, o Brasil e as [lhas Mauricio enfrentaram desastres que impactaram severamente
a seguranga sanitaria do pescado. Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), presentes
na composicdo do petroleo, sdo os principais marcadores de contaminagdo de origem
petrogénica. Existem evidéncias suficientes que correlacionam a ingestio de alimentos
contaminados com HPAs com maiores riscos de desenvolvimento de cancer. O conjunto de
4HPAs, composto por benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno, benzo[b]fluoranteno ¢ criseno ¢ o
conjunto de 8HPAs, composto por benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno, benzo[b]fluoranteno,
benzol[ k]fluoranteno, benzo[ghi]perileno, criseno, dibenzo[a,k]antraceno e indeno[1,2,3-
cd]pireno, sao recomendados como marcadores de contaminagdo quimica de alimentos. Apos
desastres com petroleo nos oceanos, o risco a saude dos consumidores de pescado ¢ uma
preocupacdo especial. A Unido Europeia estabelece limites maximos permitidos para
benzo[a]pireno (5 pgkg ') e 4HPAs (30 pg kg ') em moluscos bivalves. Niveis de preocupagio
estabelecidos por paises que enfrentaram desastres com petroleo tém especial atencdo nesta
revisdo. As andlises laboratoriais de HPAs em amostras de alimentos ¢ muito desafiadora
devido a complexidade das matrizes. Além disso, os resultados analiticos sao geralmente
relacionados a interdicdo e liberagdo de areas de cultivo e locais de pesca. Portanto, os
progressos dos métodos analiticos que empregam essas técnicas para determinacao de HPAs
em pescado sdo abordados com detalhes. As medi¢des quimicas laboratoriais fornecem dados
essenciais para avaliar os riscos a saude humana devido ao consumo de pescado contaminado
com HPAs. As principais abordagens de avaliacao de risco a satide humana em um cendrio de
contaminagdo de pescado com HPAs sdo revisadas e discutidas, fornecendo uma ferramenta
esclarecedora e orientativa sobre cada uma das etapas da estrutura de avaliacdo de risco.

Palavras-chave: Avaliagdo de risco; Carcinogénico; Contaminacao quimica; Hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos; Métodos analiticos; Pescado.
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ABSTRACT

In the past 50 years, more than 5.8 million tonnes of oil have been spilled into the oceans. Some
oil disasters marked history, causing multiple social and economic consequences in addition to
catastrophic environmental impacts. Recently, Brazil and Mauritius faced oil disasters that have
severely impacted seafood sanitary safety. One of the components of the oil composition are
the polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH), which are the main contamination markers of
petrogenic origin. There is enough evidence to correlate the intake of food contaminated with
PAH with increased risks of developing cancer. The set PAH4, composed of
benzo[a]anthracene, benzo[a]pyrene, benzo[b]fluoranthene, and chrysene, and the set PAHS,
composed of benzo[a]anthracene, benzo[a]pyrene, benzo[b]fluoranthene,
benzo[k]fluoranthene,  benzo[ghi|perylene, chrysene, dibenzo[a,/]anthracene, and
indeno[1,2,3-cd]pyrene are recognized as markers of food chemical contamination. After oil
disasters in the oceans, the risk to the health of seafood consumers tends to be of special
concern. The European Union set maximum levels for benzo[a]pyrene (5 ug kg'!) and PAH4
(30 pg kg!) in bivalve mollusks. Levels of concern established by countries that have faced oil
disasters are given special attention in this review. Laboratory analysis of PAH in food samples
is very challenging because it deals with quite different kinds of matrices. Furthermore,
analytical results are usually related to the closure or reopening of cultivated areas and fishing
points. Therefore, the progress of the analytical methods for PAH in seafood is covered in detail.
Chemical laboratory measurements provide essential data to assess the risks to human health
due to consumption of seafood contaminated with PAH. The main human health risk
assessment approaches in a seafood contamination scenario with PAH are reviewed and
discussed, providing an insightful and guiding tool to each step of the risk assessment
framework.

Keywords: Analytical methods; Carcinogenic; Chemical contamination; Polycyclic aromatic
hydrocarbons; Risk assessment; Seafood.
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1 INTRODUCAO

A demanda mundial por energia e derivados do petroleo tem aumentado nas tltimas
décadas devido ao crescimento populacional e desenvolvimento econdmico, especialmente em
paises emergentes. Embora associada ao progresso, a exploracdo de recursos petroliferos
representa uma pratica insustentavel e eleva os riscos de desastres ambientais em atividades de
exploracdo e transporte maritimo. Como uma alternativa, varios programas de monitoramento
foram implementados por diversos paises com o objetivo de reduzir a dependéncia do petrdleo,
buscando assim, economias mais sustentaveis e verdes (GALIERIKOVA; MATERNA, 2020;
LOH et al., 2018).

Nos ultimos 50 anos, mais de 5,8 milhdes de toneladas de petroleo foram despejadas
nos oceanos por diversas causas, como colisdes de navios-tanque, falha de equipamentos,
incéndios e explosdes de plataformas petroliferas, eventos climaticos, erro humano, entre outras
(ITOPF, 2021). Apesar dos esforgos no desenvolvimento de novas abordagens para reduzir a
frequéncia de eventos dessa natureza, estima-se que mais de 15.000 toneladas de petroleo foram
despejadas nos oceanos por acidentes com petroleiros em 2022 (ITOPF, 2022).

Alguns desastres com petréleo nos oceanos ficaram marcados na histdria, provocando
além de catastroficos impactos ambientais, multiplas consequéncias sociais e econdmicas,
especialmente relacionadas a cadeia produtiva de pescado. Dois dos piores desastres com
petroleo ocorreram no Kuwait, em 1991, durante a Guerra do Golfo e em 2010 no Golfo do
México (FINGAS, 2016; KUJAWINSKI et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2021). Em 2019,
enormes manchas de petroleo foram avistadas no litoral do Brasil, levando a interdi¢do de
praias, atividades pesqueiras e comércio de pescado proveniente das areas afetadas. Esse
evento, sem precedentes no pais, foi considerado o pior desastre ambiental da costa brasileira e
um dos piores ja registrados no mundo (BRASIL, 2020b; IBAMA, 2020c; LOURENCO et al.,
2020).

Desastres com derramamentos de petrdleo nos oceanos podem impactar severamente
a produgdo e comercializa¢do de alimentos, especialmente em relagcdo a segurancga sanitaria do
pescado, incluindo hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs) e contaminantes
inorganicos (arsénio, cadmio, chumbo, cromo e outros). Os HPAs, presentes entre 0,2 € 7% na
composi¢ao do petrdleo, representam uma importante classe de poluentes quimicos marcadores
da contaminac¢ao petrogénica (IARC, 2010; PULSTER et al., 2020b). As exposicdes continuas

de seres humanos aos HPAs através da alimentagdo e ambiente implicam na promog¢ao de
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efeitos genotdxicos e carcinogénicos, representando um problema de satde publica (IARC,
2010).

Avaliar a contaminagdo de pescado com derivados do petrdleo apos desastres nos
oceanos ¢ uma tarefa multifacetada e pode levar décadas para que os impactos sejam totalmente
elucidados (KUJAWINSKI et al., 2020; PULSTER et al., 2020b). A situacdo ¢ agravada quando
ha despreparo institucional, monitoramento inadequado, marcos regulatorios obsoletos ou
inexistentes e politicas publicas que raramente dao assisténcia as populacdes afetadas (PENA
et al., 2020). Portanto, em situacdes como essas, as autoridades precisam assegurar que as
informacdes acerca dos impactos associados ao consumo de pescado sejam disponibilizadas e
compreendidas por toda a populagdo afetada, de forma rapida e assertiva (DE OLIVEIRA
ESTEVO et al., 2021). Com esse proposito, abordagens de andlise de risco sdo utilizadas para
fornecer respaldo cientifico as autoridades reguladoras em agdes de enfrentamento a desastres
com petréleo, como a interdicao ou liberagao de areas de cultivo e locais de pesca. Uma das
principais fontes de dados usadas para apoiar as autoridades em situagdes de desastres sao as
medi¢des laboratoriais.

As melhorias continuas da capacidade analitica e laboratorial sao fundamentais para a
execucao de estratégias emergentes para o enfrentamento de desastres com petroleo. De acordo
com a European Food Safety Authority (EFSA) os métodos de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) acoplada ao detector de fluorescéncia (FLD) e a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) sdo abordagens sensiveis para mensurar HPAs
em alimentos (EFSA, 2008). No entanto, essas técnicas requerem protocolos para preparo de
amostras custosos e trabalhosos podendo envolver diversas etapas, como processos de
derivatizacdo, extracao por Soxhlet, extragdo em fase solida, entre outros (SFORZINI et al.,
2018; SMALLING et al., 2016; SUN; WU, 2020; WANG et al., 2020a). O uso de técnicas de
separa¢do quimica associadas a espectrometria de massas em modo tandem ¢ capaz de ampliar
de modo expressivo a especificidade e a sensibilidade do método analitico. Métodos hifenados
que combinam a cromatografia, liquida ou gasosa, a espectrometria de massas, quando
associados com métodos de preparo de amostra modernos, especificos e de elevado poder de
limpeza do extrato, fornecem aos laboratérios de controle a capacidade de separacdo e
identificacao inequivoca de HPAs (GALMICHE et al., 2021a, 2021b).

A maior parte dos estudos disponiveis na literatura se concentram em esclarecer os
impactos associados ao meio ambiente e animais aquaticos. Por outro lado, os impactos na
seguran¢a dos alimentos foram raramente mencionados. Portanto, essa revisdo teve como

objetivo responder importantes questdes envolvidas na contaminacao de pescado com petroleo,
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abrangendo: Quais foram os principais desastres com petroleo nos oceanos e impactos na
seguranc¢a do pescado? Quais sdo os marcadores quimicos de contaminagdo de pescado com
petroleo? Quais sdo os possiveis efeitos a saide humana devido ao consumo de pescado
contaminado com HPAs? Quais sao os métodos analiticos usados para avaliar a contaminagao
de pescado com HPAs? E finalmente, quais sdo as abordagens mais adequadas para avaliar os

riscos a saude humana associados ao consumo de pescado contaminado com HPAs?

2 OS PRINCIPAIS DESASTRES COM PETROLEO NOS OCEANOS E SEUS
IMPACTOS

A implementagdo de severas politicas regulatérias e o desenvolvimento de novas
abordagens de controle colaboraram para a diminuicdo do numero de desastres com
derramamento de petroleo nos oceanos. No entanto, desastres dessa natureza continuam a
ocorrer, desde baixos volumes até milhdes de toneladas de residuos contaminantes. Os impactos
socioecondmicos € na seguranga alimentar podem ser severos, especialmente relacionados ao
consumo de pescado (ESTEVO et al., 2021). Em retrospectiva, graves acidentes com petroleo
nos oceanos desencadearam uma série de avangos cientificos que permitiram compreender os
impactos no ambiente marinho e na produgdo de alimentos. Os principais derramamentos de

petréleo nos oceanos sdo apresentados em ordem cronologica na Tabela 1.

Tabela 1 — Os principais derramamentos de petroleo nos oceanos em ordem cronoldgica e toneladas de
petroleo derramadas.

Ano Derramarrnento Localizacio Tonela(,las
de petroleo de petroleo
1967 Torrey Canyon Scilly Island, Reino Unido 119.000
1978 Amoco Cadiz Portsall Rocks, Franca 223.000
1979 Atlantic Empress Mar do Caribe, Tobago 287.000
1983 Castillo de Bellver Off Saldanha Bay, Africa do Sul 252.000
1989 Exxon Valdez Prince William Sound, Alasca 42.000
1991 Haven Geoa, Italia 144.000
1991 Guerra do Golfo Golfo Pérsico, Kuwait 800.000
1999 Erika Malta, Franca 20.000
2002 Prestige Galicia, Espanha 63.000
2007 Hebei Spirit Daesan, Coréia do Sul 11.000
2010 Deepwater Horizon Golfo do México, Estados Unidos 700.000
2018 Sanchi Xangai, China 113.000
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Ano Derramamento Localizacio Toneladas
de petroleo ¢ de petroleo
2019 Derramam(?nto Nordeste e Sudeste do Brasil > 5.000
no Brasil
2020 MYV Wakashio Pointe d'Esny, Ilhas Mauricio 4.000
2022 Derramamento Lima, Peru 1.100
no Peru
2022 X-Press Pearl Colombo, Sri-Lanka > 300

Fonte: de Melo et al. (2022b).

O maior desastre registrado ocorreu durante a Guerra do Golfo no Kuwait em 1991.
Devido as estratégias de guerra e conflitos armados, mais de 800.000 toneladas de petroleo
foram despejadas propositalmente no mar do Golfo pelo exército iraquiano (BEJARANO;
MICHEL, 2010; EL-BAZ, 2004; FINGAS, 2016). A exposi¢ao de militares e civis aos
inimeros compostos toxicos contidos no petréleo implicaram em episddios de intoxicacao,
dores de cabega, disfuncdo cognitiva, problemas respiratdrios, gastrointestinais, dérmicos, entre
outros, os quais ficaram conhecidos como a sindrome da Guerra do Golfo (BJORKLUND et
al., 2020; JOYCE; HOLTON, 2020).

Outros desastres que ficaram marcados na historia foram o Exxon Valdez e o
Deepwater Horizon, ambos nos Estados Unidos. Em 1989 o navio petroleiro Exxon Valdez
encalhou em um recife em Prince William Sound no Alasca, enquanto desviava de blocos de
gelo. Cerca de 42.000 toneladas de petroleo foram derramadas no Artico, cobrindo cerca de
2.000 km da costa do Alasca. O petroleo levou a morte de muitos mamiferos, aves e peixes, €
interrompeu os meios de subsisténcia dos habitantes da regido que dependiam desses recursos
para alimentagdo (PETERSON et al., 2003). A auséncia de impactos antropogénicos no Artico
facilitou a identificacdo dos efeitos do desastre. Por outro lado, prejudicou as medidas de
remediacdo. Ao contrario das estimativas iniciais de persisténcia do petroleo no ambiente,
estudos subsequentes comprovaram que apos 26 anos o petroleo ainda persistia nas areas
afetadas (LINDEBERG et al., 2018). Ap6s o desastre Exxon Valdez, o Congresso dos Estados
Unidos promulgou a Lei de Poluicdo por Oleo de 1990 que estabelece requisitos para
prevencao, preparacao e resposta a descargas de petroleo (USA, 1990). As medidas adotadas
pelo governo norte-americano influenciaram nos padroes de derramamentos de petroleo no pais
e forneceram estrutura legal para auxiliar comunidades e ecossistemas a se recuperar de eventos
subsequentes como, por exemplo, o derramamento de petréleo Deepwater Horizon.

Em 2010, vinte € um anos apds o desastre Exxon Valdez, uma explosdo em uma sonda

de perfuracdo de petréleo semissubmersivel contaminou quilometros da costa dos Estados
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Unidos. O evento, batizado com o nome da sonda — Deepwater Horizon ocorreu no Golfo do
Meéxico e despejou cerca de 700.000 toneladas de petroéleo no oceano Atlantico por 87 dias
(AREKHI et al., 2021; KUJAWINSKI et al., 2020). A explosao causou a morte de onze pessoas
e afetou mais de 2.000 km da costa dos Estados Unidos, incluindo estuarios, praias e pantanos
(BEYER et al., 2016). Ap6s o desastre 4,0 — 8,3 bilhdes de ostras € 2,0 — 5,0 trilhdes de peixes
foram perdidos (DICKEY; HUETTEL, 2016; NOAA, 2017).

Durante o desastre Deepwater Horizon, a National Oceanic and Atmospheric
Administration (NOAA) e a Food and Drug Administration (FDA) fecharam intermitentemente
areas federais de pesca expostas ao petréleo e niveis de preocupagao provisorios para HPAs em
pescado entre 35 —2.000.000 pg kg ! foram estabelecidos baseados em abordagens de avaliagio
de risco (FDA, 2010). As agéncias federais e estaduais realizaram testes sensoriais de sabor e
odor, e medidas quimicas de HPAs e dispersantes quimicos (surfactantes compostos por €steres
de sorbitano e dodecil sulfato de sddio) em amostras de peixes, camardes, caranguejos € ostras
(> 8.000 amostras) (YLITALO et al., 2012). Apds a auséncia de HPAs e dispersantes quimicos
nas amostras de pescado, as areas de pesca puderam ser reabertas gradativamente (DICKEY;
HUETTEL, 2016; YLITALO et al., 2012).

Xia et al. (2012) conduziram uma abrangente investigacdo sobre a concentracdao de
HPAs em pescado apds o Deepwater Horizon. A amostragem do estudo considerou a coleta de
amostras nos meses iniciais da interdicdo nas areas de pesca até meses seguintes a serem
reabertas. Durante quinze meses, 25 HPAs (incluindo benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno,
benzo[b]fluoranteno, criseno, entre outros) foram monitorados em peixes (n = 86), camardes (n
= 65), caranguejos (n = 59) e ostras (n = 68). A concentragdo de HPAs nas amostras estava
entre 0,65 31,0 ng kg! e ndo excedeu os niveis de preocupacio estabelecidos pela FDA. Além
disso, as concentragdes de HPAs mensuradas em ostras (1,11 — 19,6 ug kg ') ndo apresentaram
diferengas significativas (P < 0,01) em relagdo aos dados de concentracdo herdados no passado
proveniente de programas de monitoramento (NOAA Mussel Watch Program 1998 — 2005)
(KIMBROUGH et al., 2008).

No ano seguinte, Wilson et al. (2015) avaliaram os riscos a sade humana associados
ao consumo de camardo contaminado com HPAs proveniente das regides afetadas pelo
Deepwater Horizon. Populagdes particularmente vulneraveis (vietnamita-americanos) foram
selecionadas devido ao alto consumo de camardo (45,2 g dia™') e peso corporal (63 kg) abaixo
do padrao americano (80 kg). Os resultados da avalia¢do de risco ndo demonstraram riscos a
satide humana considerando o grupo vulneréavel e os niveis de preocupagao estabelecidos pela

FDA.
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Mesmo apos a confirmacdo da seguranca dos produtos de pesca pelas autoridades
governamentais, a opinido publica expressou preocupagdo e desconfianga sobre o real risco de
consumir pescado proveniente das regides atingidas pelo Deepwater Horizon, afetando
imensamente a subsisténcia das comunidades pesqueiras (SIMON-FRIEDT et al., 2016). Além
disso, alguns estudos relataram uma série de inconsisténcias quanto as métricas utilizadas pela
FDA para estabelecer os niveis de preocupag¢do para HPAs em pescado apds o Deepwater
Horizon como, elevado peso corporal do consumidor (80 kg), baixa estimativa de ingestao de
pescado (13 —49 g dia™!), curta duraco de exposi¢do aos contaminantes (5 anos), entre outras
(GOHLKE et al., 2011; ROTKIN-ELLMAN; WONG; SOLOMON, 2012).

Rotkin-Ellman, Wong ¢ Solomon (2012) reavaliaram o protocolo adotado pela FDA
para definir os niveis de preocupacdo para HPAs em pescado apos o Deepwater Horizon e
propuseram niveis de preocupagdo alternativos considerando populagdes vulneraveis, como
mulheres gravidas, bebés (0 — 2 anos) e criancas (2 — 12 anos). Os niveis de preocupacao
alternativos propostos pelos autores (0,10 — 216,67 ug kg ') estavam entre dois e quatro ordens
de magnitude abaixo dos niveis de preocupagdo estabelecidos pela FDA. Na pratica, aplicando
tais niveis em revisdo dos dados, até¢ 53% dos camardes do Golfo do México poderiam
apresentar concentragdes de HPAs superiores aos recomendados pelas agéncias reguladoras,
revelando que os protocolos utilizados pela FDA ndo refletem nas melhores praticas de
avaliacdo de risco e pdem em risco populagdes vulneraveis, como mulheres gravidas.

Em contraste com os grandes derramamentos de petroleo, eventos de menor
magnitude, em termos de toneladas de petroleo derramadas (< 7 toneladas), mas com maior
frequéncia e consequéncias potencialmente graves, sdo responsaveis por cerca de 80% dos
desastres (ITOPF, 2021). Um exemplo disso ocorreu nas Ilhas Mauricio, em julho de 2020. A
embarcacdo MV Wakashio, de bandeira panamenha, estava a caminho da China para o Brasil,
quando encalhou em um recife de coral e despejou 4.000 toneladas de petrdleo no oceano
indico. O petréleo atingiu 15 km de costa, contaminando 4reas ambientalmente sensiveis como
recifes de corais e manguezais. Dezenas de animais foram encontrados mortos. Os impactos
sociais, econdmicos e a seguranga alimentar e dos alimentos causados pelo desastre ainda estao
sendo estudados e os responsaveis investigados (BARMANIA, 2020).

Outro desastre, que resultou em graves consequéncias ambientais, sociais € a cadeia
produtiva de pescado, ocorreu no Brasil em 2019. A trajetdéria das investigacdes e
monitoramento do maior desastre ambiental do litoral brasileiro merece especial atencdo nesta

revisao.
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2.1 A EXPERIENCIA BRASILEIRA COM DESASTRES COM DERRAMAMENTO
DE PETROLEO

No dia 30 de agosto de 2019, o Brasil foi palco do mais grave desastre ambiental
ocorrido em seu litoral ¢ um dos maiores ja registrados no mundo. Enormes manchas de
petroleo apareceram no litoral Nordeste e Sudeste brasileiro. As primeiras manchas surgiram
no estado da Paraiba e em poucos meses, o poluente identificado como petréleo bruto, foi
avistado em uma vasta area da costa brasileira, atingindo além da Paraiba, outros 10 estados. O
desastre atingiu 130 municipios de 11 estados brasileiros, totalizando 1.009 localidades
(IBAMA, 2020b) e aproximadamente 4.000 km de extensdo (Figura 1) (BRASIL, 2019e).
Voluntarios da sociedade civil se reuniram com as agéncias governamentais e retiraram
manualmente mais de 5.000 toneladas de residuos de petréleo das praias e manguezais. Em
decorréncia da grave situagdo instaurada no Brasil, 6rgdos governamentais proibiram as
atividades pesqueiras devido a contaminagao por petréleo (BRASIL, 2019f). No entanto, dias
apods a proibicdo, os 6rgaos brasileiros revogaram a proibicdo com o objetivo de garantir a

subsisténcia dos pescadores locais (BRASIL, 2019g).
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Figura 1 — Localidades atingidas pelo derramamento de petroleo no litoral do Brasil em 2019.
g
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*O conceito de localidade se restringe a uma area de 1 km ao longo da costa brasileira. Sistema de
coordenadas geograficas, Datum SIRGAS 2000. Base cartografica: Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2019). Informagdes das localidades afetadas: Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA, 2020b). Ilustragdo gerada no sofiware QGIS Versdo
3.14.0-Pi. Fonte: de Melo et al. (2022b).

Considerando a toxicidade dos contaminantes envolvidos e do potencial efeito nocivo
a saude dos consumidores, o governo brasileiro estabeleceu protocolos proprios de
investigagdo. Uma forga-tarefa interinstitucional formada por o6rgdos e agéncias federais,
estaduais, municipais e internacionais, forneceu apoio para a mitigagdo e monitoramento dos
danos, além de auxilio nas investigacdoes. Representantes do Ministério da Agricultura e
Pecuaria (MAPA) foram designados para atuar no monitoramento de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) e contaminantes inorganicos (arsénio, cadmio, chumbo e
mercurio) em amostras de pescado proveniente das areas afetadas. No Brasil, o MAPA, através
da rede de Laboratorios Federais de Defesa Agropecuaria (LFDAs), dentre outras atribuicoes,
¢ o orgdo oficial responsavel pelo controle de residuos e contaminantes em alimentos.

Na ocasido do desastre, o Brasil dispunha de limites regulatorios definidos para
contaminantes inorganicos (0,2 — 1,0 mg kg™!, para arsénio, cadmio, chumbo e mercirio) em

pescado (BRASIL, 2013), porém nao possuia tais parametros para HPAs (BRASIL, 2019a).
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Um método analitico capaz de monitorar de maneira inequivoca HPAs em pescado foi
desenvolvido, otimizado e validado em um dos laboratérios oficiais do MAPA. Uma
abordagem simples de preparo de amostra baseada na extra¢ao por liquido pressurizado e
subsequente quantificacao por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em
modo tandem com fonte de ionizagdo quimica a pressdo atmosférica (LC-APCI-MS/MS),
determinou de maneira rdpida, sensivel e confiavel os oito HPAs (benzo[a]antraceno,
benzo[a]pireno, benzo[b]fluoranteno, benzo|[ghi]perileno, benzo[k]fluoranteno, criseno,
dibenzo[a,h]antraceno e indeno[1,2,3-cd]pireno) considerados marcadores quimicos de
contaminagao de alimentos (de MELO et al., 2022a).

Diante do risco iminente a saude dos consumidores e da inexisténcia de diretrizes
sanitarias brasileiras para monitoramento de HPAs em pescado, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) definiu, de maneira emergencial e com base em abordagens de
avaliag¢do de risco, niveis de preocupacdo para benzo[a]pireno (6 pg kg ! para peixes e 18 pg
kg ! para moluscos e crusticeos) (BRASIL, 2019a), quase quatro vezes acima dos limites
regulatorios estabelecidos pela Comunidade Europeia (5 pg kg!' de benzo[a]pireno para
moluscos bivalves) (EU, 2011).

Centenas de amostras de peixes, camardes, mexilhdes, ostras, polvos e lagostas foram
analisadas. Os relatorios oficiais indicaram que os valores mensurados para metais estavam
abaixo dos limites regulatorios, enquanto para HPAs, apenas duas amostras estavam acima dos
niveis de preocupagdo provisorios estabelecidos pela ANVISA (BRASIL, 2019h). Baseado
nessas andlises, o governo brasileiro ratificou a seguranca do pescado proveniente das regides
afetadas. No entanto, as noticias divulgadas pela midia resultaram em consumidores inseguros
e consequentemente, a venda e o consumo de pescado reduziram mais de 50% nas regides
afetadas, impactando imensamente a subsisténcia dos pescadores (DE OLIVEIRA et al., 2020).

Em paralelo as investigacdes de contaminagao de pescado, a Policia Federal do Brasil
deflagrou a “Operagdo Macula” com o objetivo de apurar a origem e autoria do vazamento de
petroleo (BRASIL, 20191). O centro de pesquisas da estatal brasileira de petroleo (Petrobréas)
emitiu uma nota atestando que o petrdleo derramado ndo foi produzido, comercializado ou
transportado pela estatal (PETROBRAS, 2019). A partir da localizagao inicial da mancha, cujo
derrame suspeita-se ter ocorrido em sentido leste, a aproximadamente 700 km da costa
brasileira, uma embarcacao de origem grega foi identificada. A mesma havia atracado na
Venezuela, seguiu rumo a Singapura pelo oceano Atlantico e aportou na Africa do Sul.
Suspeita-se que o derramamento tenha ocorrido durante esse deslocamento (BRASIL, 20191).

Analises estatisticas multivariadas e de geoquimica forense identificaram que o petrdleo
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encontrado na costa brasileira possuia caracteristicas compativeis com o petréleo de origem
venezuelana (DE OLIVEIRA et al., 2020).

A Policia Federal do Brasil, apds mais de dois anos de investigagao, indiciou um navio
petroleiro de bandeira Grega (cujo nome nao foi revelado) como responsavel pelo
derramamento de petréleo. A companhia responsavel pelo petroleiro, o capitdo e o engenheiro
chefe foram indiciados pelos crimes de polui¢do, danos a unidades de conservacdo e ndo
cumprimento das obrigagdes ambientais. O valor total do dano ambiental ainda esta sendo
avaliado. O valor minimo ¢ de aproximadamente 35 milhdes de dolares. O atraso no
indiciamento de culpados dificultou a recuperagdo das areas afetadas, especialmente devido a
auséncia de acordos bilaterais (BRASIL, 2021).

Cinco meses ap0ds o desastre, em janeiro de 2020, 6rgaos oficiais do governo brasileiro
informaram a imprensa que a situagao aparentemente encaminhava-se para a normalidade, visto
que poucas localidades ainda apresentavam vestigios de petroleo. Posto isso, em margo do
mesmo ano, as equipes envolvidas no monitoramento foram desmobilizadas, dificultando a
avalia¢do do pescado proveniente das areas afetadas. Essa situacdo foi agravada pela pandemia
de COVID-19, causada pelo virus SARS-CoV-2, que mudou o foco dos 6rgdos governamentais
e subsequentemente reduziu as analises quimicas de pescado devido a quarentena.

Surpreendentemente, quase um ano apds o desastre, em junho de 2020, fragmentos de
petroleo dispersos ressurgiram em praias do Rio Grande do Norte. As analises realizadas pela
Marinha do Brasil confirmaram que os fragmentos encontrados apresentavam o mesmo perfil
quimico do petréleo derramado em agosto de 2019 (BRASIL, 2020c). Além disso, em janeiro
de 2022, novas manchas de petréleo, com o mesmo perfil quimico do 6leo de 2019, apareceram
em diversas praias do Nordeste do Brasil.

A cronologia das investigagdes € monitoramento deste, que foi o maior derramamento

de petroleo do litoral brasileiro, € ilustrada na Figura 2.
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Figura 2 — Cronologia das investiga¢des e monitoramento do derramamento de petroleo ocorrido no litoral do Brasil entre 2019 e 2020.
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3 MARCADORES QUIMICOS DE CONTAMINACAO POR PETROLEO E
TOXICOLOGIA

Desastres com derramamentos de petroleo nos oceanos implicam na contaminagao de
pescado com poluentes como hidrocarbonetos e outros compostos contendo enxofre, arsénio,
cadmio, chumbo, cromo, niquel, vanadio, zinco e outros (BAAWALIN et al., 2019; COLVIN;
LEWIS; GALLOWAY, 2020; ORISAKWE, 2021). Os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) sdo o grupo de constituintes quimicos de maior preocupagao devido aos
seus efeitos toxicos a satde humana. Sao reconhecidos como marcadores quimicos de
contaminagdo por petrdleo, o que justifica a énfase e o direcionamento do texto aos HPAs.

Do ponto de vista toxicoldgico, a extensa evidéncia de carcinogenicidade induzida em
animais, apoiada em estudos mecanisticos e epidemiologicos em humanos, indicam que
moléculas de HPAs atuam de diferentes maneiras no processo de carcinogénese (IARC, 2012).
Embora a toxicologia dos HPAs seja amplamente reportada na literatura, interagdes sinérgicas
de diferentes moléculas no metabolismo humano nao foram totalmente elucidadas (IARC,
2010). Esse fato sugere que mais estudos sobre o mecanismo toxicologico dos HPAs devem ser
encorajados.

Uma condigdo basica para induzir a carcinogénese, mas nio obrigatoria, ¢ a existéncia
de, pelo menos, quatro anéis condensados na estrutura quimica do HPA (BINELLO et al.,
2021). Foi postulado que HPAs com reentrancias moleculares denominadas “baia” ou “fiorde”
sdo capazes de induzir mutagdes genéticas quando ativados metabolicamente. A regido “baia”
¢ uma topologia molecular caracterizada por envolver quatro carbonos e trés ligagdes carbono-
carbono, enquanto a regido “fiorde” € caracterizada por envolver cinco carbonos e quatro

ligacdes carbono-carbono (Figura 3) (IARC, 2010).
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Figura 3 — Moléculas de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) com reentrancias moleculares
denominadas “baia” e “fiorde”. A esquerda uma molécula de benzo[a]pireno com uma regido “baia” e

a direita uma molécula de dibenzo[a,/]pireno com uma regido “baia” e uma “fiorde”.
{ ™

Regiao

Benzo[a]pireno Dibenzo[a,l]pireno

\ v

Fonte: de Melo et al. (2022b).

Um aspecto fundamental para compreender a carcinogénese dos HPAs ¢ entender que
moléculas originais de HPAs ndo induzem diretamente danos celulares. Os danos sao atribuidos
a geragdo de metabdlitos ativos, que, quando ligados covalentemente a sitios nucleofilicos de
RNA, DNA e proteinas, provocam mutagdes celulares (CAVALIERI; ROGAN, 2014; IARC,
2010). A conversao metabolica de HPAs parentais € catalisada por enzimas do citocromo P450
(CYPs) e ocorre por trés principais vias: (I) peroxidase; (II) epdxido hidrolase e (IIT) aldo-ceto
redutase (MOLDOVEANU, 2010; SEN; FIELD, 2013). Um exemplo simplificado de
conversao de uma molécula de HPA em metabdlitos potencialmente carcinogénicos € ilustrado

na Figura 4 utilizando benzo[a]pireno como exemplo.



Figura 4 — Conversdo metabolica de uma molécula de benzo[a]pireno em metabolitos potencialmente carcinogénicos.
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O mecanismo de desenvolvimento do cancer via peroxidase ¢ iniciado com a oxidagdo
de um elétron da molécula de benzo[a]pireno, formando cations radicais. Nessa reacao, os
cations radicais reagem com moléculas de DNA formando adutos especificos (adutos
depurinados) capazes de remover adenina e guanina de moléculas de DNA. A remocao de
adenina e guanina, por sua vez, pode gerar mutacdes que levam ao processo de carcinogénese
(CAVALIERI; ROGAN, 2014; GAO et al., 2018; IFEGWU; ANYAKORA, 2015). A segunda
via, epoxido hidrolase, apresenta uma sequéncia de transformagdes metabolicas. A molécula de
B[a]P ¢ hidrolisada formando um dihidrodiol (benzo[a]pireno-7,8-trans-dihidrodiol) que pode
ser oxidado em um dihidrodiol epdxido (benzo[a]pireno-7,8-dihidrodiol-9,10-epdxido), ou,
seguir pela via aldo ceto-redutase formando um catecol (benzo[a]pireno-7,8-catecol) que
novamente pode ser oxidado e uma orfo-quinona (benzo[a]pireno-7,8-diona) (IARC, 2012;
IFEGWU; ANYAKORA, 2016). A formagdo desses metabdlitos desempenha um papel
expressivo na iniciacdo do cancer, pois sdo responsaveis pela formacdo de adutos em sitios
nucleofilicos de proteinas e acidos nucleicos (IARC, 2010). Contudo, a atividade biologica dos
HPAs nio se restringe a carcinogénese, outros efeitos como, genotoxicidade, teratogenicidade,
neurotoxicidade, imunotoxicidade, comprometimento da fun¢do pulmonar, desregulacdo
endocrina e reprodutiva, foram evidenciados na literatura (BOLDEN et al., 2017; CHEN et al.,
2018; IARC, 2010; PATEL et al., 2020; ROSLUND et al., 2019; SUN et al., 2021).

A ultima revisdo conduzida pela International Agency for Research on Cancer
(IARC), avaliou o potencial carcinogénico de dezenas de HPAs. Até o momento, apenas o
benzo[a]pireno e misturas de HPAs contendo benzo[a]pireno apresentaram evidéncias
suficientes de carcinogenicidade em humanos (Grupo 1). Véarios outros congéneres do grupo
dos HPAs foram avaliados como possivelmente carcinogénicos (Grupo 2A); provavelmente
carcinogénicos (Grupo 2B) ou ndo classificaveis quanto a sua carcinogenicidade para humanos

(Grupo 3) (Tabela 2) (IARC, 2010, 2018).



42

Tabela 2 — Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) selecionados como prioritarios de acordo
com a United States Environmental Protection Agency (US EPA) e selecionados como marcadores de
contaminagao de alimentos de acordo com European Food Safety Authority (EFSA). Classificacdo de
carcinogenicidade para humanos de acordo com a International Agency for Research on Cancer (1IARC).
Classificacao de

Nomenclatura Estrutura Nimero carcinogenicidade
(abreviacao) quimica CAS g d
para humanos
Benzo[a]pireno®"* ‘O
50-32-8 Grupo 1A
(BLaTP) 900 )
Ciclopenta[c,d]pireno® O‘ 37
(CP[ecP) OO‘ 27208-37-3 Grupo 2A
Dibenzo[a,h]antraceno®>® ‘OO‘
(DB[a.A1A) O 53-70-3 Grupo 2A
Dibenzo[a,l]pirenob O" -2(0)-
(DB[a.]IP) O‘O 191-30-0 Grupo 2A
R,
Benzo[a]antraceno Q 56-55-3 Grupo 2B
(BlaJA) QQ
Benzo[b]fluoranteno®>* ‘
205-99-9 Grupo 2B
(BILIF) PORg ’
Benzo[/]fluoranteno® OO“
. 205-82-3 Grupo 2B
(BI/IF) O ’
Benzo[k]fluoranteno®?< 0 L08-
o OC‘O 207-08-9 Grupo 2B
Criseno®"* ‘O
(Cr) 218-01-9 Grupo 2B
Dibenzo[a, i]pirenob ‘ _55._
pooLeiey -~ gg 189-55-9 Grupo 2B
Dibenzo[a,h]pirenob O‘O 64
(DB[a.AJP) O‘O 189-64-0 Grupo 2B
Indeno[1,2,3-cd]pireno®* CO O 20
o , . 193-39-5 Grupo 2B




43

Classificacao de

Nomenclatura Estrutura Nimero . . .
- .. carcinogenicidade
(abreviac¢ao) quimica CAS d
para humanos
Naftaleno®
91-20-3 Grupo 2B
(Naf)
5-Metilcriseno® OO
-24- 2B
(5-MetCri) 3697-24-3 Grupo
CH3

. . b

eann . G mae aneos
a

Fen('c;netlr:)?no OO 85-01-8 Grupo 3

(Flu)

a
Flu(OFrBHO 86-73-7 Grupo 3

: a
Pzﬁrrl)o 6‘3 129-00-0 Grupo 3

Acenaftileno® 3
208-96-8 —
(Acn)
3. (US EPA, 2014). ™ ¢ (EFSA, 2008). %: (IARC, 2010, 2018). Grupo 1: Carcinogénico para
humanos. Grupo 2A: Provavelmente carcinogénico. Grupo 2B: Possivelmente carcinogénico.

Grupo 3: Nao classificado quanto a sua carcinogenicidade para humanos. — Nao classificado em
nenhum dos grupos. Fonte: de Melo et al. (2022b).

: ¢
Fluoranteno O’Q 206-44-0 Grupo 3

Diversos relatorios cientificos publicados por instituicdes governamentais
selecionaram determinados HPAs como contaminantes prioritarios. Na década de 1970, a
United States Environmental Protection Agency (US EPA), classificou dezesseis HPAs (16 US
EPA HPAs) como contaminantes ambientais prioritarios, considerando dados de ocorréncia,
potencial de exposi¢do humana e toxicidade (US EPA, 2014). Desde entdo, esse grupo de
compostos foi consagrado como indicador de contamina¢do ambiental, apesar de outros HPAs
também apresentarem potencial toxicologico semelhante ou superior aos selecionados,
indicando que a lista 16 US EPA HPAs negligenciou outros compostos importantes (Tabela 2).

As evidéncias de carcinogenicidade, genotoxicidade e mutagenicidade em diversos
tipos de ensaios biolodgicos com animais, forneceram a European Food Safety Authority Panel

on Contaminants in the Food Chain (CONTAM Panel), evidéncias para classificar dezesseis


https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk00SNOsLCx-QOMxqjQ3OjSj-d5y_KA:1607974816661&q=US+EPA&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjsnIT-nM7tAhUOHrkGHSPDBdgQBSgAegQIChAw

44

HPAs (15 + 1 EU HPAs) como contaminantes prioritarios em alimentos (Tabela 2) (EFSA,
2008). Durante muitos anos o benzo[a]pireno foi considerado o principal marcador de
contaminac¢do de alimentos com HPAs, especialmente devido ao seu potencial carcinogénico e
correlagdo com outros HPAs. No entanto, apos extensas investigagdes em cerca de 10.000
amostras de alimentos de diversas categorias (principalmente cereais, 6leos e gorduras,
vegetais, sementes, frutas, bebidas alcodlicas e ndo alcodlicas, produtos carneos, pescado,
laticinios e outros), a EFSA concluiu que a utilizagao de benzo[a]pireno como unico marcador
ndo ¢ adequada para avaliar a contamina¢do de alimentos com HPAs. Cerca de 30% das
amostras analisadas continham concentracdes mensuraveis de HPAs, apesar da auséncia de
benzo[a]pireno. Além disso, os conjuntos denominados “8HPAs” (soma dos HPAs
benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno, benzo[b]fluoranteno, benzo[ k]fluoranteno,
benzo[ghi]perileno, criseno, dibenzo[a,h]antraceno e indeno[1,2,3-cd]pireno) e “4HPAs”
(soma dos HPAs benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno, benzo[b]fluoranteno e criseno) foram
detectados em até 80% das amostras. Dessa forma, esses conjuntos sdo recomendados como
marcadores de contamina¢do de alimentos com HPAs, sendo o conjunto 4HPAs considerado
um indicador suficiente para essa finalidade (EFSA, 2008).

Embora o consumo de alimentos contaminados com HPAs represente um risco para a
saude humana, poucos paises apresentam programas oficiais de monitoramento e limites
regulatérios estabelecidos para HPAs. ApoOs desastres com petréleo nos oceanos, as
preocupagdes costumam se concentrar no risco a saude dos consumidores de peixes, crustaceos
e moluscos, especialmente espécies bivalves. Moluscos bivalves, como ostras e mexilhdes, sao
organismos sésseis que se alimentam por filtragdo. Esses animais apresentam baixa capacidade
de metabolizacdo e acumulam contaminantes presentes no ambiente, 0 que os torna
bioindicadores de contaminagdo petrogénica (MURRAY; PENNING, 2018; PIE; HEYES;
MITCHELMORE, 2015).

A Unido Europeia estabeleceu limites para benzo[a]pireno (5 pg kg!) e 4HPAs (30
ng kg™') em moluscos bivalves frescos, refrigerados ou congelados, apesar do benzo[a]pireno
isoladamente ndo ser considerado um marcador adequado de contaminagdo. O limite
diferenciado para benzo[a]pireno foi estabelecido para assegurar a comparabilidade de dados
de monitoramento anteriores e futuros da ocorréncia de HPAs em alimentos (EU, 2011).

Em paises que ja obtiveram alguma experiéncia com desastres com petrdleo nos
oceanos como o Brasil e os Estados Unidos, niveis de preocupacdo para HPAs foram
estabelecidos de forma emergencial com o objetivo de mensurar os riscos a satide humana
associados ao consumo de pescado e, portanto, avaliar a necessidade de interdi¢ao de areas de

cultivo e locais de pesca. A abordagem utilizada em ambos os paises ¢ baseada em abordagens
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de avaliagdo de risco desaconselhadas pela Unido Europeia (consulte a se¢do 5), resultando em
niveis de preocupagdo pouco rigorosos. Os niveis de preocupagdo provisorios estabelecidos
pelos Estados Unidos e Brasil ap6s desastres com derramamento de petroleo sao apresentados

na Tabela 3.

Tabela 3 — Niveis de preocupagdo provisorios para hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) em
pescado estabelecidos pelos Estados Unidos apds o derramamento de petrdleo Deepwater Horizon e
pelo Brasil apds o derramamento de petroleo no Nordeste € Sudeste do pais (em ug kg ™).

HPAs Estados Unidos?
(ng kg™ Camarﬁo.e Ostra Peixe
caranguejo
Naftaleno 123.000 13.3000 32.700
Fluoreno 246.000 267.000 65.300
Antraceno e Fenantreno 1.846.000 2.000.000 490.000
Pireno 185.000 200.000 49.000
Fluoranteno 246.000 267.000 65.300
Criseno 132.000 143.000 35.000
Benzo[k]fluoranteno 13.200 14.300 3.500
Benzo[b]fluoranteno 1.320 1.430 350
Benzo[a]antraceno 1.320 1.430 350
Indeno[1,2,3-cd]pireno 1.320 1.430 350
Dibenzo[a, h]antraceno 132 143 35
Benzo[a]pireno 132 143 35
HPAs Brasil®
(ngkg™ Moluscos e crustaceos Peixes
Benzo[a]pireno 18,0 6,0

HPAs: Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. *: (FDA, 2010). ®: (BRASIL, 2019a). Fonte: de
Melo et al. (2022b).

Embora instrumentos legais tenham sido estabelecidos para monitorar a contaminag¢ao
de pescado em areas contaminadas com petroleo, a magnitude e complexidade desses tipos de
desastres reforcam a necessidade de revisar e harmonizar regulamentos para proteger o
ambiente e a saude publica de forma eficaz, evitando a interdi¢do de locais de pesca.
Atualmente, o uso da Metrologia Quimica ¢ a principal abordagem para avaliar a contaminagao
de pescado com substancias toxicas, como os HPAs. Assim, em situa¢des emergenciais como
derramamentos de petrdleo nos oceanos, o apoio de laboratérios dotados de métodos analiticos

confiaveis ¢ essencial para respaldar as investigacdes e a¢des das autoridades reguladoras.
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4 METODOS ANALITICOS DE CONTROLE PARA DETERMINACAO DE
HPAS EM PESCADO

M¢étodos analiticos destinados a inspecao de alimentos devem combinar praticidade,
reprodutibilidade, e preferencialmente equilibrar custos, além de fornecer resultados analiticos
confidveis, com rastreabilidade e imparcialidade, evitando a perda de grandes lotes de
alimentos, praticas comerciais inadequadas, suspensdo do comércio internacional, prejuizos a
saude dos consumidores, entre outros (MOLOGNONI; DAGUER; HOFF, 2021). Independente
do método analitico empregado para determinar HPAs em pescado, quando se refere a métodos
“de referéncia” ou “oficiais”, a confiabilidade e repetibilidade devem ser demonstradas através
de protocolos de validagdo, que estabelecem critérios de desempenho e interpretagdo de
resultados acordados internacionalmente (DAGUER et al., 2018; MOLOGNONI et al., 2018a).

Analisar HPAs em pescado, especialmente durante e apos desastres com petréleo, €
um permanente desafio para Quimica de Alimentos, ndo apenas pela complexidade de
interferentes e baixas concentragdes dos analitos nas amostras, mas também devido a urgéncia
por resultados. Normalmente, os métodos desenvolvidos incluem quatro etapas: (I) extragao
dos analitos na matriz alimentar; (II) limpeza do extrato; (III) concentracao dos analitos e (IV)
detecgdo e/ou quantificagdo dos analitos. Por outro lado, a tendéncia atual € optar por métodos
de preparo de amostra miniaturizados e/ou com maior automagdo, que combinem técnicas
analiticas de extrag¢do, limpeza e concentragdo em menos etapas, reduzindo o tempo € o
consumo de reagentes e materiais.

Os métodos de extragdo de HPAs em pescado incluem, mas ndo estdo limitados a
extracdo por Soxhlet, saponificacdo, extragdo liquido-liquido (LLE), extragdo por liquido
pressurizado (PLE), extragdo assistida por micro-ondas (MAE), extracdo assistida por
ultrassom (UAE), QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe), dentre
outros. Os procedimentos de limpeza do extrato amplamente utilizados incluem a extragdo em
fase solida (SPE), cromatografia em coluna, cromatografia de permeagdo em gel (GPC), dentre
outros. Antes da detec¢do dos analitos, uma etapa de concentracao geralmente em evaporador
rotativo e/ou em fluxo de nitrogénio ¢ realizada devido as baixas concentracdes de HPAs
observadas nas amostras. Finalmente, os analitos sdo detectados e/ou quantificados por
cromatografia liquida ou gasosa. Os principais métodos analiticos para determinag¢ao de HPAs

em pescado sdo ilustrados na Figura 5.
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Figura 5 — Principais métodos de extracdo, limpeza do extrato, concentragdo dos analitos e detec¢do
e/ou quantificagdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) em pescado.
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HHH HPLC-FLD GC-MS GC-MS/MS

\.
GC-HRMS: Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas de alta resolugdo. GC-MS/MS:
Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas em modo tandem. GC-MS: Cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas. GC-QTOF-MS: Cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas por tempo de voo. HPAs: Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. HPLC-
DAD: Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos. HPLC-FLD:
Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia. HPLC-DAD-FLD:
Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detectores de arranjo de diodos e fluorescéncia. HPLC-
UV-VIS/FLD: Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detectores ultravioleta e de fluorescéncia.
LC-MS/MS: Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em modo fandem. UPLC-
DAD-MS: Cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodos e
espectrometria de massas. Fonte: de Melo et al. (2022b).
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Os detalhes dos principais métodos analiticos para determinacao de HPAs em pescado
sdo apresentados na Tabela 4, incluindo informagdes de tipo e quantidade de amostra, métodos
de extracdo, limpeza do extrato, concentracdo dos analitos, instrumentos de detec¢do e
quantificagdo, colunas cromatograficas, fontes de ionizagdo, fase movel, elui¢do e parametros

de desempenho do método.
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Tabela 4 — Abordagens analiticas para determinacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) em pescado, incluindo detalhes de tipo de matriz, quantidade de amostra,
preparo de amostra, instrumentacao analitica e pardmetros de desempenho.

Matriz Método de extracio e Instrumentacio Parametros de

(massa) Analitos limpeza do extrato analitica e parimetros desempenho Referéncia
HPLC-FLD
Camario Extracdo/limpeza do extrato: QuEChERS  Coluna: Zorbax Eclipse
Caranguejo 16 US EPA HPAs (MgSO4 e acetato de S~Od10). PAH (50 mm x 4,6 mm; 1,8 LOD: 0,09 - 8,10 pg kg
. ~ Fator de concentracao: 0,25. pum) 1 (GRATZ et al,,
Peixe Com excegao de X . LOQ: 0,19- 18,0 ug kg
Ostra acenaftileno Amostrg homogeneizada com H,O. Exjcrgto Fase movel - Recuperagio: 78 — 128% 2011)
5 ) transferido para tubo QUEChERS, acetonitrila ~ A: H,O. B: Acetonitrila
& adicionada. Sobrenadante filtrado. Eluicao: Gradiente
(35 min)
Extracao: Saponificacdo (2 h) e LLE.
Limpeza d0~extrat0: SPE (s1llca). HPLC-FLD
Concentracio: Evaporador rotativo ot
Moluscos (90 min). Coluna: Eclipse PAH Cis |
bivalves Amostra  homogeneizada com  solucdo (50 mm'>< 2,1 mm; 1.8 pm) LOD: 0,02 0,06 ng kg,l (BOGDANOVI
. 4HPAs e . P Fase movel LOQ: 0,06 —0,26 pg kg .
Peixe etandlica de KOH. Fracdo insaponificavel - ~ A Cetal., 2019)
, d A: HO. B: Acetonitrila Recuperacao: 84 — 104%
(1g) extraida por LLE com ciclohexano. Extrato . .
. .. Eluicao: Gradiente
concentrado, reconstituido em acetonitrila. (20 min)
Extrato limpo em SPE, pré-condicionado e
eluido em acetonitrila. Extrato filtrado.
16 US EPA HPAs ~ .
Além de E)(()tl:?ecl?t(:';ll\;[iﬁ'E E(\%:;) I(ilan(ié)r rotativo e fluxo de HPLC-DAD/FLD
dibenzol[a,/]antraceno nitrogénio §a0: p Coluna: C;3 CC 150/4
Peixe e benzo[j]fluoranteno. Fa to% de c‘oncen tracio: 1.00 Nucleosil 100-5 PAH LOD: 0,04 - 8,15 pgkg! (RAMALHOS
Benzo[b]fluoranteno e . gao: o700 . (150 mm x 4,0 mm; 5 pm) LOQ: 0,15-27,16 pgkg! Aetal., 2012)
0,5g ; Amostra extraida por MAE com acetonitrila. ,
benzo[j]fluoranteno . Fase movel
Extrato filtrado, concentrado e reconstituido _
reportados como uma o A: H;O. B: Acetonitrila
L. em acetonitrila.
somatoria
Extracao: Hidrolise (2,5 h).
Limpeza do extrato: Cromatografia em
coluna (silica gel). HPLC-UV-VIS/FLD
. Concentracdo: Nao especificada. Coluna: Pinnacle Il PAH . O
Pel.xe~ Amostra hidrolisada com KOH e Na,S, (25cm x 4,6 mm) LOD: 0,03 0,40 pg kg,] (FASANO et
Mexilhao 16 US EPA HPAs LOQ: 0,09 — 1,20 ng kg
enxaguada com n-hexano, etanol ¢ H>O. Fase - o al., 2018)
g Recuperacio: 82 —90%

aquosa extraida com n-hexano. Extrato limpo  Fase movel

em GPC com Na,SOy e eluido com éter etilico  A: HxO. B: Acetonitrila
e n-hexano. Extrato  concentrado ¢

reconstituido em acetonitrila.
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Matriz . Método de extracio e Instrumentacio Parametros de A
Analitos . roe A Referéncia
(massa) limpeza do extrato analitica e parametros desempenho
Extracao: Extragdo por Soxhlet (18 h).
Limpeza do extrato: SPE (PSA). HPLC-DAD
Concentracao: Evaporador rotativo. Coluna: Zorbax Eclipse
Moluscos Amostra lioﬁlizada extraida por Soxhlet com PAH Cis (4,6 mm x 250
bivalves 16 US EPA HPAs acetona e diclorometano. Extrato seco em  mm; 5 um) LOD: 0,07 - 0,16 pg kg (SUN et al.,
(10 g) Na»SO4 e evaporado em evaporador rotativo.  Fase mével Recuperaciao: 78 — 112% 2020b)
Extrato limpo em SPE, eluido com  A: H;O. B: Acetonitrila
diclorometano e n-hexano. Extrato seco com  Elui¢ao: Gradiente
NaSOs. Extrato concentrado, reconstituido em (15 min)
acetonitrila e filtrado.
Extrac¢ao: UAE (4 h).
Limpeza do extrato: Cromatografia em
coluna (silica gel e alumina).
Concentracao: Evaporador rotativo. HPLC/UV-VIS
Fator de concentracio: 2,00. Coluna: LC-PAH (250 mm
Peixe Amostra homogeneizada com NaySOs, % 4,6 mm; 5 pm) LOD: 1,00 — 534 ug L! (SAID; IDRIS;
Camardo 16 US EPA HPAs extraida por UAE com metanol, KOH e H;O.  Fase movel LOQ: 2,00 - 1780 pg L' SAHLABIJI,
(10 g) N-hexano adicionado. Extrato evaporado ¢  A: H,O B: Acetonitrila Recuperacio: 34 — 119% 2020)
ciclohexano adicionado. Extrato limpo em  Elui¢fio: Gradiente
cromatografia em coluna de silica gel e (55 min)
alumina com n-hexano e cloreto de metileno.
Extrato evaporado e reconstituido em
acetonitrila.
Extraciao: UAE.
Limpeza do extrato: Cromatografia em
coluna (silica gel).
Peixe Concentracio: Fluxo de nitrogénio. HPLC-UV-VIS/FLD
- Amostra homogeneizada com NaxSOs e ~ . LOD: 0,10 - 1,80 ug kg! (SOLTANI et
Camarao 16 US EPA HPAs , Coluna: Nao especificada 5. 77 0RO . 2019)
3 o) MgSOs, e extraida por UAE usando heano e (250 mm x 4.6 mm: 5 1m) Recuperacio: 77 — 98% al.,
acetona. Extrato concentrado. Extrato limpo
em cromatografia em coluna de silica gel com
Na,SO;4 e eluido com hexano e diclorometano.
Extrato diluido com acetona.
Extracdo/limpeza do extrato: QuEChERS UPLC-APPI-MS
(MgS0Os4 e NaCl), PSA e MgSOs.. Coluna: Zorbax Eclipse . O (CAL
83“3) 16 US EPA HPAs Fator de concentragio: 0,45. XDB-C8 (2,1 mm x 50 mm; Iﬁ?c% g;glg(; (;71 %91;1%;@ STEVENS;
& Amostra homogeneizada com H,O. Extrato 1,8 um) peragao: ’ SYAGE, 2012)

transferido para tubo QUEChERS e acetonitrila

Ionizacao: APPI
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Matriz . Método de extracio e Instrumentacio Parametros de A
Analitos . roe A Referéncia
(massa) limpeza do extrato analitica e parametros desempenho
adicionada. Extrato limpo com PSA e MgSO4.  Dopante: Clorobenzeno
Extrato filtrado. Fase mével
A: H,O:Acetonitrila (90:10,
v/v). B: Acetonitrila
Eluicao: Gradiente (18,01
min)
LC-MS/MS
Extracdo/limpeza do extrato: QuEChERS Coluna: Waters PA_H CI8
(150 mm x 4,6 mm; 5 pm).
(MgS0Os4 e NaCl), PSA e MgSOs.. , )
Camardo Fator de concentracgio: 1,00 Fase movel LOD: 20,0 - 510 ug kg™ (SMOKER,
16 US EPA HPAs S . A: H,O. B: Acetonitrila T TRAN; SMITH,
(10 g) Amostra homogeneizada com acetonitrila e L Recuperacio: 75 — 125%
. Ionizagao: APPI 2010)
transferida para tubo QuEChERS. Extrato
limpo com PSA e MgSO,. Extrato filtrado Dopante: Tolueno
’ ’ Eluicdo: Gradiente
(30 min)
Extracao: PLE. LC-MS/MS
Camardio Limpeza do extrato: Salting-out (MgSO4 e  Coluna: Zorbax Eclipse
Caraneueio NaCl) PAH RRHT (100 mm x 2,1
Peii o ! Concentracao: Fluxo de nitrogénio mm; 1,8 um). LOD: 0.9 -1.25 pgkg' (DE MELO et
Ostra 8HPAs Fator de concentracio: 4,00. Fase movel LOQ: 1.25-5.00 pgkg™ al., 2022a)
Mexilhio Homogeneizagdo com terra de diatomacea, A: H,O. B: Acetonitrila. Recovery: 75— 115% °
2 o) PLE com H;O e acetonitrila. Limpeza do  Ionizagdo: APCI.
& extrato com salting-out. Extrato evaporado ¢  Elui¢io: Gradiente
reconstituido com acetonitrila. (10 min).
Extracao: Saponificacdo (3 h) e LLE.
Limpeza do extrato: SPE (Florisil®).
Concentracio: Evaporador rotativo e fluxo de
nitrogénio.
Fator de concentracio: 10,0. GC-MS
. . ~ - . _ 7]
Pelxe~ Amo’st'ra homogeneizada com  solugdo Coluna: HP-5MS-UI (30 m LOD: 0,07-0,18 pg kg_1 (KIM: PATRA:
Camarao 8HPAs etandlica de KOH e hexano. Extrato filtrado e % 0,25 mm: 0.25 mm) LOQ: 0,21 — 0,54 pgkg SHIN, 2022)
(10 g) adicionado em um funil de separagdo com ’ > Recuperacio: 80 — 120% ’

hexano e etanol. Extragdo por LLE com hexano
e lavagem com H»O. Sobrenadante seco com
Na,SO;4 e concentrado. Extrato limpo em SPE,
eluido com hexano e diclorometano. Extrato
concentrado e reconstituido em diclorometano.

Tempo de corrida: 50 min
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Matriz . Método de extracio e Instrumentacio Parametros de A
Analitos . roe A Referéncia
(massa) limpeza do extrato analitica e parametros desempenho
Extracao/limpeza do extrato: QuEChERS
Camarao (MgSOs4 e NaCl).
Caranguejo Concentracio: Fluxo nitrogénio. GC-MS . 0
Ostra 16 US EPA HPAs Fator de concentracao: 5,33. Coluna: DB-5MS (30 m x LOD: 1,00 5,00 ng L S‘EEIR I\;lgi\;]))o
59 Amostra homogeneizada com H,O e 0,25 mm; 0,25 um) "
acetonitrila, e transferida para tubo
QuEChERS. Camada organica concentrada.
Extracao: MAE e saponificagao.
Limpeza do extrato: Cromatografia em
coluna de silica gel e alumina.
Concentraciao: Fluxo de nitrogénio. GC-MS
Mexilhao Amostra liofilizada extraida por MAE com . - . B 1 (KUCUKSEZG
4-59 16 US EPA HPAs metanol. Adicionado KOH, H>SO4 ¢ hexano. Coluna: DB-5MS (30 m x LOD: 4,15-8,97 ugkg IN et al., 2020)
. 0,25 mm; 0,25 pm)
Extrato de hexano evaporado. Extrato limpo
em coluna cromatografica de silica gel e
alumina usando diferentes solventes (nao
especificados). Extrato concentrado.
Extrac¢ao: UAE (30 min).
Peixe Limpeza do extrato: Cromatografia em
Crustaceo coluna (Florisil®, o6xido de aluminio e GC-MS
Cefalopode 16 US EPA HPAs NaxS0s). Coluna: HP-5MS (30 m x  LOD: 0,02 - 0,15 ug kg™ (SUN et al.,
Moluscos Concentracao: Nao especificada. 0,25 mm; 0,25 pum) Recuperacio: 76 — 104% 2018)
bivalves Amostra extraida por UAE com hexano e  lonizagdo: EI
g diclorometano. Extrato limpo com H,SO4 € em
cromatografia em coluna. Extrato concentrado.
Extracao: Digestao alcalina (2 h).
16 US EPA HPAs Limpeza do extrato: SPE (Florisil® e
Com excecdo de Na;S0). . .
acenafieno Concentracao: Fluxo de nitrogénio. GC-MS
, . c1 g . i . 3 O
e e Amonmserds s dgein | Colis BOSVS 00 LODIOI0 20045 sroner
(20 g) benzo[b]fluoranteno, ) ’ > e C U HE KE al., 2013)

benzo[k]fluoranteno e

indeno[1,2,3-
cd]pireno

homogeneizado com H>O e hexano. Extrato
seco sobre Na;SOs4 e concentrado. Extrato
limpo em SPE, eluido com hexano e
diclorometano.  Extrato  concentrado €
reconstituido em diclorometano.

Ionizacgio: EI
Tempo de corrida: 40 min

Recuperacio: 85 - 110%
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Matriz
(massa)

Analitos

Método de extracio e
limpeza do extrato

Parametros de
desempenho

Instrumentacao
analitica e parametros

Referéncia

Peixe
(10 g)

4HPAs

Extracio: PLE.

Limpeza do extrato: Cromatografia de
permeacao em gel (GPC) e SPE (silica).
Concentracao: Nao especificada.

Fator de concentracao: 100.

Amostra  homogeneizada com  4cido
poliacrilico e areia de Otawa. Extragao por PLE
com acetona ¢ n-hexano. Extrato concentrado e
limpo em GPC e SPE, eluido com ciclohexano
e acetato de etila. Extrato concentrado e
reconstituido.

GC-MS
Coluna: DB-5MS (50 m x
0,25 mm; 0,25 pm)
Ionizacao: EI

LOD: 0,30 pg kg

(DUEDAHL-
OLESEN et al.,
2020a)

Peixe
Camarao

Caranguejo

Ostra
(CF)

25 HPAs

Para mais informagdes
consultar referéncia

Extragao: PLE (9 h).

Limpeza do extrato: Cromatografia em
coluna (silica gel e alumina).

Concentracio: Fluxo de nitrogénio.

Amostra homogeneizada com terra de
diatomacea, enxaguada com cloreto de
metileno e extraida por ASE com metileno e
acetona. Extrato enxaguado com acetona e
concentrado até aproximadamente 10 mL.
Extrato enxaguado com cloreto de metileno e
concentrado até aproximadamente 4 mL.
Hexano adicionado (10 mL) e concentrado até
aproximadamente 2 mL. Extrato limpo em
cromatografia em coluna de silica gel alumina
usando éter de petréleo e cloreto de metileno.
Extrato concentrado até 1 mL.

GC-MS/MS
Coluna: DB-EUPAH CF
(20 m x 0,18 mm; 0,14 pm)
Ionizacao: EI
Tempo de corrida: 24,25
min

LOD: 0,50 pg kg!

(XIA et al,
2012)

Peixe

(g

24 HPAs

Para mais informacdes
consultar referéncia

Extracdo/limpeza do extrato: QuEChERS
(PSA, MgSO4 e Ci3) e LTP (2 h).

Fator de concentracio: 1,00.

Amostra homogeneizada com acetonitrila e
MgSOs. Sobrenadante congelado. Extrato
transferido para tubo QUEChERS e adicionado
hexano. Extrato diluido em hexano e acetona.

GC-MS/MS
Coluna: DB-17MS (30 m x
0,25 mm; 0,25 pm)
Ionizacao: APCI
Tempo de corrida: 30 min

LOD: 0,50 — 2,00 pg kg

LOQ: 2,00 ug kg
Recuperacio: 71 — 117%

(PORTOLES et
al., 2017)

Peixe
Mexilhao

(69

25 HPAs

Para mais informagoes
consultar referéncia

Extraciao: QuEChERS (NaCl e Na;SOs).
Limpeza do extrato: GPC e SPE (14 de vidro,
silica e NaxSOys).

GC-HRMS
Coluna: DB35 (30 m x 0,25
mm; 0,25 pm)

Ionizacao: EI

LOD: > 0,20 pg kg™
Recuperacio: 52 — 131%

(CLOUTIER et
al., 2017)
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Matriz . Método de extracio e Instrumentacio Parametros de A
Analitos . roe A Referéncia
(massa) limpeza do extrato analitica e parametros desempenho
Amostra homogeneizada com H,0O, acetato de
etila, NaCl e NaxSOs. Extrato concentrado e
submetido a GPC automatizada com cloreto de
metileno. Extrato limpo em SPE, eluido com n-
hexano e diclorometano. Extrato diluido com
isooctano.
Extracao/Limpeza do extrato: QuEChERS
(citrato tribasico de sodio di-hidratado e citrato
de soédio dibasico sesqui-hidratado), sorbente
Moluscos Z-Sep (zirconia ligada a silica). GC-MS/MS
bivalves 4HPAs Concentracao: Evaporador sob vacuo. Coluna: RXi-XLB (30 m x  LOQ: 0,50 pg kg! (CHIESA et al.,
(5 o) Fator de concentracgao: 5,00. 0,25 mm; 0,25 pm) Recuperacao: 75 — 82% 2018)
& Amostra homogeneizada com hexano e  lonizagdo: EI
acetona. Extrato transferido para tubo
QuEChERS ¢ limpo com Z-Sep. Extrato
evaporado e reconstituido em hexano.
Acenaftileno Extljag:aoz Extragdo por headspace dinamico GC-MS/MS
Peixe Acenafteno on-line. Coluna: DB-5MS (30 m x
a1 Antraceno Amostra liofilizada aquecida a 90 — 100 °C. ) LOQ: 0,01 - 0,60 pg kg™ (GUIFFARD et
Mexilhdo . . o » 0,25 mm; 0,25 pm) -
Fenantreno Nitrogénio usado para “varrer” o headspace da L Recuperacio: 9 — 62% al., 2020)
(1g) ; . Ionizacgao: EI
Fluoreno amostra.  Analitos  termodesorvidos a Tempo de corrida: 15 min
Naftaleno 300 °C e resfriados a —25 °C. P )
15+ 1 EU HPAs
e X s
16 US EPA HPAs Extracao/limpeza do extrato: QuEC}}ERS
) . (MgSOs e NaCl), p-SPE automatizado
Os seguintes analitos a1 X GC-MS/MS
(MgSOs, PSA,Cis, Z-Sep — zircoOnia ligada a .
. foram reportados B . Coluna: DB-5MS (15 m x O (HAN;
Peixe L silica e CarbonX — carvao ativado). LOQ: 1,00 — 20,0 ng kg
como uma somatoria: ~ 0,53 mm; 1 pm) ~ A SAPOZHNIKO
“4g Fator de concentracio: 0,86. . . Recuperacio: 55 - 131%
benzo[a]antraceno e . . Tempo de corrida: 10 min VA, 2020)
criseno: Amostra homogeneizada com acetonitrila,
benzo[b]fluoranteno, 1;1[1%;;);& ZeadI:)IaCl. Extrato limpo em u-SPE
benzo[j]fluoranteno e '
benzo[ k]fluoranteno
. Extracdo/limpeza do extrato: QuEChERS GC-QTOF-MS LOD: 0,09 - 0,77 pg kg (DUEDAHL-
Peixe AHPAs (MgS0Os e NaCl), sorbente Z-Sep+ d-SPE  Coluna: HP5MS (15 m x LOQ: 0,17 — 1.64 ng kg'! OLESEN et al
25g (zirconia e Cis ligados a silica). 250 um; 0,25 um) C T HE X8 °

Concentracio: Fluxo nitrogénio.

Ionizacao: EI

Recuperacio: 93 — 117%

2020b)
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Matriz Método de extracio e Instrumentacio Parametros de

(massa) Analitos limpeza do extrato analitica e parimetros desempenho Referéncia
Fator de concentracao: 12,5.
Amostra  homogeneizada com H,O e
acetonitrila. QuEChERS adicionado.
Sobrenadante retirado e congelado (—80 °C).
Aliquota do extrato descongelada e limpa em
Z-Sep+ d-SPE. Sobrenadante evaporado e
reconstituido em tolueno.
Extracao/limpeza do extrato: QuEChERS
(PSA, MgSO4 e Cis) ¢ LTP.
Concentracao: Fluxo de nitrogénio.
. 24 HPAs Fator de concentracio: 1,25. GC-QTOF-MS (NACHER-
Peixe . N ; . Coluna: DB-5MS (30 m x . 1
o) Para mais 1nforr1}agf)es Amostra homogeneizada com acetonitrila e 0.25 mm; 0,25 um) LOD: 5,00 - 50,0 ug kg MESTRE et al.,
consultar referéncia MgSOs4. Sobrenadante congelado. Extrato 2014)

descongelado transferido para tubo Tonizagao: APCI

QuEChERS. Hexano adicionado. Extrato
concentrado.

APCI: Ionizacdo quimica a pressdo atmosférica. APPI: Fotoionizagdo a pressdo atmosférica. Cis: Octadecilsilano. EI: Impacto de elétrons. Florisil®: Silicato de magnésio ativado.
GC-HRMS: Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas de alta resolugdo. GC-MS/MS: Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas em tandem. GC-
MS: Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. GC-QTOF-MS: Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas por tempo de voo. GPC: Cromatografia
de permeacdo em gel. HPAs: Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. HPLC-DAD: Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos. HPLC-DAD-LFD:
Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detectores de arranjo de diodos e fluorescéncia. HPLC-FLD: Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia.
HPLC-UV-VIS/FLD: Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detectores ultravioleta e de fluorescéncia. LC-MS/MS: Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
em modo tandem. LLE: Extracdo liquido-liquido. LOD: Limite de deteccdo. LOQ: Limite de quantificagdo. LTP: Particdo a baixa temperatura. MAE: Extracdo assistida por micro-
ondas. PLE: Extracdo por liquido pressurizado. PSA: Amina primaria secundéria (sorbente). QUEChERS: Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe. SPE: Extragdo em fase
solida. d-SPE: Extracdo em fase solida dispersiva. p-SPE: Micro extrag@o em fase solida. UAE: Extragdo assistida por ultrassom. UPLC-DAD-MS: Cromatografia liquida de ultra-alta
eficiéncia acoplado ao detector de arranjo de diodos e espectrometria de massas. 4HPAs: Soma de benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno, benzo[b]fluoranteno e criseno. SHPAs: Soma
de benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[ghi]perileno, criseno, dibenzo[a,s]antraceno e indeno[1,2,3-cd]pireno. 16 US EPA HPAs:
Acenafteno, acenaftileno, antraceno, benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno, benzo[b]fluoranteno, benzo[ghi]perileno, benzo[k]fluoranteno, criseno, dibenzo[a,/]antraceno, fenantreno,
fluoranteno, fluoreno, indeno[1,2,3-cd]pireno, naftaleno e pireno. Fonte: de Melo et al. (2022b).
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A técnica classica para extragdo de HPAs em alimentos ¢ a extracdo por Soxhlet.
Desenvolvida ha mais de um século, a técnica € baseada em sucessivos ciclos de refluxo de
solvente a quente (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010). Sun et al. (2020)
obtiveram recuperagdes satisfatorias (78 — 112%) ao usar a extra¢do por Soxhlet (acetona e
diclorometano, durante 18 h) para extrair 16 US EPA HPAs de mexilhdes provenientes de baias
localizadas em torno de portos, estaleiros e industrias de produtos quimicos na China. Embora
a extragdo por Soxhlet fornega eficiéncias de extracao satisfatorias e seja de facil execucao, por
outro lado, exige muito tempo e grande quantidade de solventes organicos (WU et al., 2019).

As vantagens e desvantagens da extragdo por Soxhlet sdo utilizadas como ponto de
partida para o desenvolvimento de novos métodos de preparo de amostra. Um exemplo disso é
a PLE. A PLE, também conhecida como extragdo acelerada por solvente (ASE) ou extracdo
com solvente pressurizado (PSE), tem sido reportada como a metodologia alternativa para a
extragcdo por Soxhlet, especialmente devido a rapidez e menor consumo de solvente (KIM et
al., 2019). Essa abordagem executa a extragdo de amostras de forma automatizada baseada na
combinagdo de alta pressdo e temperatura, fazendo com que os analitos sejam facilmente
dessorvidos na matriz (HOFF; PIZZOLATO, 2018). A técnica ganhou notoriedade apds a
inclusdo da PLE como método oficial de extracdo da US EPA. Uma das abordagens
recomendadas pela US EPA e FDA para avaliar a interdi¢do ou liberagdo de locais de pesca
apos o derrame de petréleo Deepwater Horizon foi baseada em PLE para extracdo de HPAs nas
amostras de pescado (FDA, 2010; NOAA, 2004). Apesar das inumeras vantagens da PLE, os
sistemas comerciais apresentam custo elevado de aquisi¢do. Recentemente, o uso de uma
maquina de café espresso doméstica de baixo custo, com base nos mesmos principios de
extracdo por PLE, foi proposta como uma alternativa bem-sucedida aos sistemas
comercialmente disponiveis (ARMENTA; DE LA GUARDIA; ESTEVE-TURRILLAS, 2016;
MERLO et al., 2020). A PLE usando uma maquina de café espresso doméstica foi a abordagem
utilizada pelas autoridades brasileiras para avaliar a contaminag¢do de pescado apos o
derramamento de petroleo no Nordeste e Sudeste do Brasil (de MELO et al., 2022a).

Outra abordagem recomendada pela US EPA e FDA em resposta ao derramamento de
petroleo Deepwater Horizon, usou a extracdo por QUEChERS para avaliar a contaminagao de
pescado com HPAs (niimero do método: C-002.01) (FDA, 2011). A abordagem QuEChERS ¢
baseada na extragdo em fase solida dispersiva (d-SPE). No método original, acetonitrila € usada
como solvente, ao passo que sulfato de magnésio e cloreto de sddio sdo usados para a etapa de
particdo liquido-liquido, e finalmente, sulfato de magnésio e amina primaria secundaria (PSA)

sao usados na etapa de d-SPE (ANASTASSIADES et al., 2003). Nenhuma etapa adicional de
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limpeza do extrato ¢ necessaria e os extratos podem ser diretamente analisados. Diversas
modifica¢des do método foram relatadas para extragdo de HPAs em pescado, incluindo selecao
de solventes (acetato de etila, acetona e hexano), sais (acetato de sodio e sulfato de sédio) e
sorbentes (Cig, carvao ativado e Z-Sep — zirconia ligada a silica) (CHIESA et al., 2018;
CLOUTIER et al., 2017; HAN; SAPOZHNIKOVA, 2020).

Os extratos obtidos por extragdo por Soxhlet e PLE geralmente requerem um
procedimento de limpeza do extrato devido a complexidade das matrizes de pescado. Os
procedimentos de limpeza do extrato comumente utilizados incluem GPC, SPE (Florisil®,
PSA, silica e sulfato de s6dio) e cromatografia em coluna de silica gel e alumina, eluidos
principalmente com hexano e diclorometano (DUEDAHL-OLESEN et al.,, 2020a; PIE;
HEYES; MITCHELMORE, 2015; SUN et al., 2020b). Embora QuUEChERS nao necessite de
etapas adicionais de limpeza do extrato, a parti¢do a baixa temperatura (LTP) e GPC foram
frequentemente relatadas para limpeza de extratos de matrizes de pescado (NACHER-
MESTRE et al., 2014; PORTOLES et al., 2017).

Seguindo as tendéncias atuais de preparo de amostra, um recente método tem chamado
atencdo dos pesquisadores por apresentar caracteristicas bastante atrativas como, maior
simplicidade comparado a outros sistemas de extracdo por solventes, maior potencial de
automatizacdo em comparagdo ao QUEChERS, maior rapidez que a extragdo por Soxhlet e sem
necessidade de etapas adicionais de limpeza dos extratos. A extracdo dispersiva guiada
energizada (EDGE) combina d-SPE e PLE em um unico instrumento automatizado. A medida
que as paredes da cadmara de extracdo sdo aquecidas (até 200 °C), a pressao aumenta (até 200
psi) forcando a dispersdao do solvente pela amostra, criando o efeito dispersivo guiado
energizado. O resultado da extracdo sdo extratos limpidos que podem ser diretamente
analisados por cromatografia liquida ou gasosa, dependendo do proposito (CEM
CORPORATION, 2020; KINROSS et al., 2020).

Além do constante progresso de abordagens de preparo de amostra, a instrumentagao
analitica também segue em evolugdo. Cromatografia liquida (LC) e gasosa (GC) sdo as técnicas
usadas para analisar HPAs em pescado. A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS) ¢ a técnica preferida devido a alta sensibilidade, além de ser utilizada como
método oficial da AOAC International 2014.08) e da FDA (C-002.01) (MASTOVSKA et al.,
2015). Problemas de co-eluicio de isdmeros, como benzo[a]antraceno e criseno;
benzo[a]pireno, benzo[b]fluoranteno e benzo[k]fluoranteno; benzo[ghi]perileno e
indeno[1,2,3-cd]pireno, dentre outros, sio frequentes (GOMEZ-RUIZ; WENZL, 2009; HAN;
SAPOZHNIKOVA, 2020). A distingdo de isdmeros ¢ uma tarefa dificil e muito importante para
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confiabilidade do método devido as diferengas de toxicidade e limites regulatorios disponiveis
para HPAs. Portanto, a selecdo de uma fase estaciondria adequada ¢ essencial. Normalmente,
colunas capilares apolares com 5% fenil metil polisiloxano como, DB-5MS e HP5SMS, sdo
preferidas para separacao de HPAs (DUEDAHL-OLESEN et al., 2020b; GUIFFARD et al.,
2020; KUCUKSEZGIN et al., 2020; STORELLI et al., 2013). Por outro lado, colunas de
polaridade média com 50% fenil metil polisiloxano como, DB-17MS, fornecem uma maior
seletividade e resolugdo, além de distinguir adequadamente diversos isdmeros do grupo dos
HPAs (GOMEZ-RUIZ; WENZL, 2009; PORTOLES et al., 2017).

Para a andlise de HPAs em pescado por LC, os detectores ultravioleta (UV) e de
arranjo de diodos (DAD) sdo frequentemente utilizados, apesar da falta de seletividade e
sensibilidade (EFSA, 2008). Embora o detector de fluorescéncia (FLD) seja suficientemente
sensivel, alguns HPAs apresentam fluorescéncia limitada, podendo fornecer falsos resultados
(PURCARO; MORET; CONTE, 2013; SUN et al., 2020a). A cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detectores em série como ultravioleta e fluorescéncia (HPLC-UV-VIS/FLD), e
arranjo de diodos e fluorescéncia (HPLC-DAD/FLD), foi usada para minimizar as limitagdes
de cada uma das técnicas (FASANO et al., 2018; RAMALHOSA et al., 2012). Colunas
cromatograficas especificas para HPAs, como Zorbax Eclipse PAH, Eclipse PAH Cig ¢
Pinnacle II PAH s3o geralmente necessarias para distinguir isdmeros (de Melo et al., 2022a;
FASANO et al., 2018; GRATZ et al., 2011; RAMALHOSA et al., 2012; SAID; IDRIS;
SAHLABIJI, 2020; SMOKER; TRAN; SMITH, 2010).

Me¢étodos hifenados baseados em espectrometria de massas em modo tandem,
precedida de separacdo por cromatografia liquida (LC-MS/MS) e gasosa (GC-MS/MS) sao
capazes de identificar diversos compostos de maneira inequivoca, mesmo em baixas
concentracdes (ug kg!). Embora GC-MS e GC-MS/MS estejam bem estabelecidos para analise
de HPAs (GALMICHE et al., 2021a), por outro lado, LC-MS/MS ¢ capaz de identificar
simultaneamente centenas de compostos com propriedades quimicas variadas, contribuindo
para o aumento da frequéncia analitica nos laboratorios de controle (MOLOGNONI;
DAGUER; HOFF, 2021). Nessas técnicas, a escolha da fonte de ionizacdo ¢ determinante para
a sensibilidade, seletividade e reprodutibilidade do método. A ionizagao por impacto de elétrons
(EI) € a técnica amplamente utilizada em GC para HPAs, apesar da extensa fragmentagdo dos
ions na fonte, resultando em baixa abundancia de ions moleculares e perda de sensibilidade.
Alternativamente, em LC-MS/MS, a fonte de ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCI)
e a fotoionizacdo a pressao atmosférica (APPI) sdo técnicas de ionizacdo suaves que preservam

os ions moleculares, garantindo melhor sensibilidade ao método (FANG et al., 2020).
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E essencial que métodos analiticos sensiveis ¢ modernos, capazes de fornecer dados
metrologicos confidveis e que atendam ao proposito, estejam disponiveis para determinar a
toxicidade potencial de um derramamento de petréleo no oceano, além de orientar uma resposta
rapida, fornecendo as autoridades reguladoras respaldo cientifico nas agdes de enfrentamento
ao desastre. Deste modo, as medi¢des quimicas laboratoriais fornecem dados essenciais para

avaliar os potenciais riscos a saude humana associados a exposicao dietética aos HPAs.

5 ANALISE DE RISCO

A andlise de risco ¢ uma abordagem estruturada composta por trés elementos
interligados: (I) avalia¢do de risco; (II) gerenciamento do risco e (III) comunicagdo do risco
(Figura 6). E usada para controlar situagdes em que uma populagdo é exposta a um perigo
(FAO; WHO, 2019; WHO; IPCS, 2004). Abordagens de analise de risco podem ser usadas para
obter informagdes ¢ evidéncias sobre o risco de um contaminante na cadeia de abastecimento
de alimentos e definir quais a¢des devem ser executadas, como revisar ou definir limites
regulatorios, avaliar a frequéncia de testes laboratoriais, fornecer aconselhamento a um
subgrupo populacional, emitir recall e/ou proibir o comércio de produtos, entre outros (WHO;
FAO, 2006). Por exemplo, padrdes regulatorios foram definidos baseados em anélises de risco
quando metil merctrio foi identificado em peixes no Japao e encefalopatia espongiforme bovina
(doenga da vaca louca) identificada pela primeira vez como perigo de origem alimentar no

Reino Unido (WHO; FAQO, 2006).
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Figura 6 — Estrutura da analise de risco, composta por: avaliagdo de risco, gerenciamento do risco e

comunicacao do risco, e suas etapas.
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Fonte: Adaptado de Melo et al. (2022b).

As autoridades nacionais de seguranca dos alimentos geralmente sdo as responsaveis
pela execucdo de andlises de risco. Além disso, governos com menos recursos disponiveis
podem utilizar abordagens de analise de risco executadas em nivel internacional para aplicagao
no ambito nacional (WHO; FAO, 2006).

Diante de um contexto de emergéncia de saude publica, como derramamentos de
petrdleo nos oceanos, a seguranca dos alimentos ¢ uma questdo de interesse coletivo. Portanto,
€ necessario assegurar que os reais impactos associados ao consumo de pescado contaminado
com petroleo sejam disponibilizados pelos governos e compreendidos por toda a populagdo
afetada. Com esse propdsito, abordagens de analise de risco sdo aplicadas.

Antes de fundamentar os principais elementos relacionados a andlise de risco, ¢
importante definir os termos perigo e risco, diante da ambiguidade de compreensao desses
conceitos. O perigo ¢ definido como a propriedade inerente de um agente, como os HPAs, ou
situagdo, como derramamentos de petréleo nos oceanos, com potencial de causar efeitos
adversos quando uma populagdo ¢ exposta a esse agente. Por outro lado, sob o viés da
contamina¢do quimica de alimentos, o risco ¢ definido como a probabilidade de ocorrer um
efeito adverso em uma populacao causada pela exposi¢ao a um contaminante, como os HPAs

(WHO; IPCS, 2004).
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A avaliacdo de risco a saide humana associada ao consumo de pescado contaminado
com petroleo ¢ o primeiro elemento do processo de andlise de risco, € tem como objetivo
calcular ou estimar o risco com abrangéncia, de uma populacdo apds a exposicdo a um
contaminante (WHO; IPCS, 2004, 2009a). Portanto, o texto sera direcionado a fornecer uma
ferramenta esclarecedora e orientativa sobre cada uma das etapas da estrutura de avaliacao de

risco.

5.1 AVALIACAO DE RISCO A SAUDE HUMANA ASSOCIADA AO CONSUMO DE
PESCADO CONTAMINADO COM HPAs

O processo de avaliagao de risco € composto por quatro etapas: (I) identificacdo do
perigo; (II) caracterizacdo do perigo; (III) avaliacdo da exposicdo ou da dose-resposta e (IV)
caracterizacao do risco (FAO; WHO, 2019; US EPA, 2019).

A identificagdo do perigo tem como objetivo avaliar com base em estudos
toxicologicos e de modo de agdo, as possiveis evidéncias dos efeitos adversos dos HPAs a saude
humana. Esses dados podem ser provenientes de estudos in vitro, induzidos em animais,
relacdes estrutura-atividade e observacdes em humanos (WHO; IPCS, 2009a).

Apos a etapa de identificacdo do perigo, a relagdo entre a dose administrada, ou a
exposicdo aos HPAs, e a incidéncia de efeitos adversos a saide humana ¢ avaliada (relagao
dose-resposta), e, portanto, o perigo € caracterizado de forma qualitativa ou quantitativa
(preferencialmente) (WHO; IPCS, 2004, 2009a). Nessa etapa, estudos in vitro e in vivo sdo as
principais fontes de informacdao (WHO; IPCS, 2009b).

Como os HPAs sdao compostos carcinogénicos € genotoxicos, ndo apresentam dose
limiar para efeito adverso a saude humana, ou seja, ndo ha um nivel de exposicao aos HPAs no
qual ha risco zero de danificar informagdo genética e induzir cancer, qualquer exposi¢do aos
HPAs pode gerar uma resposta adversa no organismo (EU, 2011; SCF, 2002). Por esse motivo,
a modelagem quantitativa de dose-resposta usando o limite mais baixo de referéncia (do inglés
benchmark dose lower confidence limit — BMDL) € usado para configurar o ponto de referéncia
toxicologico, pois considera as incertezas expandidas associadas ao estudo e garante com nivel
de confianca de 95% que a resposta de referéncia toxicoldgica escolhida nio seja excedida
(EFSA, 2008; SCF, 2002; WHO; IPCS, 2020a). O uso da dose mais baixa de referéncia para
um aumento de 10% da incidéncia de tumores em animais, com 95% de probabilidade de acerto
(do inglés 95% lower confidence limit on the benchmark dose for a 10% response — BMDL)

¢ considerado um ponto de referéncia toxicoldgico apropriado para HPAs, pois representa



62

estatisticamente a dose de referéncia mais baixa que pode ser mensurada na maioria dos estudos
(EFSA, 2008; JECFA, 2006). Portanto, foi estabelecido BMDL¢ para exposi¢do dietética de
B[a]P (0,07 mg kg™ peso corporal por dia), 4HPAs (0,34 mg kg™! peso corporal por dia) e
8HPAs (0,49 mg kg™! peso corporal por dia) (EFSA, 2008).

Definido o ponto de referéncia toxicologico, a proxima etapa ¢ a avaliacdo da
exposi¢cdo humana aos HPAs associada ao consumo de pescado contaminado com petréleo. A
avaliacdo da exposicdo dietética relaciona dados de consumo alimentar com dados de
ocorréncia (concentracdo de HPAs em pescado obtida por medigdes quimicas) (WHO; IPCS,
2020b).

Para a avaliagdo da exposicao dietética, geralmente sdo usados dados de consumo de
pescado provenientes de estudos em uma parcela estatisticamente representativa da populagao,
geralmente conduzido em nivel nacional, através de inquéritos recordatdrios (consumo de
pescado em 24 horas) (WHO; IPCS, 2020b). Nessa etapa, grupos e subgrupos populacionais
sdo identificados, como por exemplo, adultos, idosos, bebés, criangas ¢ mulheres gravidas. A
preocupacao toxicologica também ¢ definida, ou seja, aguda (exposi¢ao por um periodo de 24
horas ou uma Unica refei¢cdo), cronica ao longo da vida (repetidas exposi¢des durante um longo
periodo) ou cronica por um periodo curto da vida (repetidas exposi¢des durante um periodo
curto da vida maior que 24 horas) (WHO; IPCS, 2020b). Devido aos efeitos carcinogénicos e
genotoxicos dos HPAs e a permanéncia incerta desses contaminantes no oceano apos
derramamentos de petréleo, estudos toxicoldgicos de exposicdo cronica demonstram ser a
abordagem mais adequada.

Ademais, trés diferentes modelos de exposigdo dietética cronica podem ser usados: (1)
deterministica; (II) deterministica refinada ou (III) probabilistica ou estocastica, sendo que a
escolha da abordagem ira depender dos dados disponiveis e do proposito do estudo (WHO;
IPCS, 2020b).

Na abordagem (I) deterministica, valores fixos de concentragdo de HPAs e de consumo
de pescado sdo usados para estimar a exposi¢dao dietética de uma populagcdo ou subgrupo
populacional (US EPA, 2019). Enquanto na abordagem (II) deterministica refinada sdo usados
valores de uma distribuicdo de dados de duas formas: (I) uma distribuicdo de dados para
consumo de pescado e valores fixos para concentragdo de HPAs, ou (II) uma distribuicao de
concentragdo de HPAs e valores fixos para consumo de pescado (WHO; IPCS, 2020b). E
importante destacar que os valores fixos no célculo da exposi¢do dietética cronica podem ser a
média, mediana ou valor méximo observado, dependendo do propdsito do estudo (WHO; IPCS,

2020b). A principal vantagem do uso da abordagem deterministica ¢ a simplicidade de
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implementagdo. Essa abordagem ¢ uma ferramenta util em um diagnoéstico inicial em um
cenario de risco, como derramamentos de petréleo nos oceanos. Diversos programas de
monitoramento da US EPA usam modelos deterministicos para avaliar exposicoes dietéticas
com eficiéncia e rapidez (US EPA, 2019). A equagdo para estimar a exposi¢cdo dietética aos
HPAs associada ao consumo de pescado contaminado com petréleo ¢ ilustrada na Figura 7,

Equacdo 1.
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Figura 7 — Avaliacdo de risco a satide humana associada ao consumo de pescado contaminado com hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs)
através da equagdo de exposicao dietética estimada e da abordagem de margem de exposi¢do (MOE).

8 s~ . )
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Exposicao
dietetica =
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B[a]P: Benzo[a]pireno. BMDLo: dose mais baixa de referéncia para um aumento de 10% da incidéncia de tumores em animais, com 95% de probabilidade
de acerto. HPAs: Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. MOE: Margem de exposi¢do. 4HPAs: Soma de benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno,
benzo[b]fluoranteno e criseno. SHPAs: Soma de benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno, benzo[b]fluoranteno, benzo[ k]fluoranteno, benzo[ghi]perileno, criseno,
dibenzo[a, h]antraceno e indeno[ 1,2,3-cd]pireno. Fonte: de Melo et al. (2022b).
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A abordagem (III) probabilistica ou estocastica ¢ semelhante aos modelos
deterministicos explicados anteriormente (baseada na Equacdo 1 da Figura 7), sendo que a
principal diferenga ¢ que os dados de entrada no calculo da exposicdo dietética sdo
representados por uma distribuicao estatistica de consumo de pescado e de concentragao de
HPAs, resultando em uma gama de distribui¢des de exposi¢des dietéticas (WHO; IPCS, 2020b).
Essa abordagem fornece resultados mais realistas quando comparada a abordagem
deterministica, pois considera a variabilidade dos resultados. Por outro lado, o uso dessa
ferramenta exige mais recursos, tempo, softwares de computagao e experiéncia dos avaliadores
para lidar com a variabilidade das estimativas (US EPA, 2019; WHO; IPCS, 2020b).

Uma questao chave na avaliagdo de exposi¢do dietética € como tratar as amostras com
resultados de concentragdo de HPAs abaixo do limite de detec¢ao (<LOD) e limite de
quantificagdo (<LOQ). Nesses casos, o avaliador de risco decidird qual concentragdo atribuir
as amostras considerando trés op¢des: (I) atribuir o valor zero (estimativa inferior); (I1) atribuir
o LOD ou LOQ (estimativa no limite superior) ou (III) atribuir metade do LOD ou LOQ
(estimativa no limite médio), ou ainda, avaliar todas as op¢des ¢ determinar o impacto de cada
uma delas na estimativa final de exposicao dietética (WHO; IPCS, 2020b).

Estimada a exposicdo dietética, a quarta e ultima etapa da avaliagdo de risco ¢ a
caracterizagdo do risco (WHO; IPCS, 2009b). A abordagem de margem de exposi¢do (MOE)
foi proposta pela EFSA como uma metodologia harmonizada para caracterizacdo dos riscos a
satide humana devido a exposi¢do a compostos carcinogénicos e genotoxicos, como os HPAs
(EFSA, 2005, 2012). Essa abordagem considera as probabilidades de diferentes moléculas do
grupo dos HPAs de induzir reagdes adversas em humanos (EFSA, 2012; WHO; IPCS, 2009b).
A MOE fornece aconselhamento aos gerentes de risco em relagdo ao risco iminente a saude
publica, no entanto, ndo fornece uma quantificacdo do risco, mas uma indicagdo do nivel de
preocupacao (Equacdo 2 da Figura 7) (EFSA, 2008; JECFA, 2006; WHO; IPCS, 2009b).

Para HPAs, MOE maior ou igual a 10.000 com base no BMDLo, indica baixa
preocupacao a saude publica, enquanto MOE inferior a 10.000 indica potencial preocupacao
(EFSA, 2008). E importante destacar que resultados de baixa preocupagio a saude nio devem
impedir a aplica¢do de medidas de gerenciamento do risco, bem como as decisdes de reabertura
e interdi¢do de locais de pesca, uma vez que a exposicao dietética aos HPAs deve ser tdo baixa
quanto razoavelmente possivel (EU, 2011; WHO; IPCS, 2009b).

Embora tenha passado mais de uma década desde a recomendagdo da Unido Europeia
para harmonizar a abordagem MOE para avaliar os riscos a saide humana para HPAs, existem

poucos estudos que usaram essa abordagem para avaliar os riscos apoOs desastres com
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derramamentos de petroleo. No estudo de Effiong et al. (2016) foi usada a abordagem MOE
para avaliar os riscos de consumidores de diferentes espécies de peixes do Delta Niger (um dos
principais locais de exploragao e transporte de petréleo do mundo). Valores de MOE para
B[a]P, 4HPAs e S8HPAs estavam entre 4.070 — 102.000, indicando potencial preocupagao para
saude de consumidores de peixe desta regido.

A abordagem de fator de equivaléncia toxica (TEF) também foi proposta para
caracterizacdo do risco. Essa abordagem contempla um conjunto de calculos que considera:
nivel de risco carcinogénico durante a vida, tempo médio de vida, peso corporal, duragdo da
exposicdo, taxa de consumo de pescado e probabilidade de desenvolver cancer baseada em
investigacoes epidemioldgicas e estudos toxicoldgicos induzidos em animais (BRASIL, 2019a;
FDA, 2010). Tal abordagem tem como objetivo dimensionar a exposi¢ao de cada componente
de uma mistura em relagdo a sua poténcia quimica, no caso dos HPAs, sempre considerando
B[a]P como marcador de exposi¢ao (EFSA, 2008; WHO; IPCS, 2009b).

Os valores de TEF foram sugeridos para HPAs baseados em estudos de exposi¢do
pulmonar, cutanea, subcutanea e intraperitoneais. No entanto, ndo ha qualquer mencao em
relacdo a exposicao dietética, ndo justificando a extrapolagdo dessas exposi¢des para a via oral
(SCF, 2002). Essa abordagem ¢ usada para produtos quimicos que apresentam o mesmo
mecanismo de acdo e diferem apenas na sua poténcia, o que ndo ¢ o caso dos HPAs, que sao
ativados por diferentes vias metabolicas, causando diferentes efeitos nos orgdos-alvo (EFSA,
2008; SCF, 2002). Além disso, B[a]P nao deve ser considerado um marcador adequado para
exposicdo aos HPAs, como explicado anteriormente (EFSA, 2008). Portanto, de acordo com a
Unido Europeia, a abordagem TEF nao ¢ considerada adequada para avaliar o risco a saude
humana associado a exposi¢ao dietética aos HPAs (EFSA, 2008; JECFA, 2006). Apesar disso,
a TEF foi usada pela FDA no protocolo de interdi¢ao e liberacdo de locais de pesca apds o
derramamento de petroleo Deepwater Horizon e pela ANVISA apds o derramamento de
petroleo no Nordeste e Sudeste do Brasil (BRASIL, 2019a; FDA, 2010).

E importante destacar, que os resultados da avaliagio de risco sdo extremamente
dependentes do proposito do estudo e da abordagem matematica escolhida. Com o objetivo de
auxiliar o leitor a avaliar os riscos a saide humana associados ao consumo de pescado
contaminado com HPAs, uma ilustragdo com os principais pontos-chave de cada uma das etapas

de avaliacdo de risco a saide humana ¢ ilustrada na Figura 8.
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Figura 8 — Principais pontos-chave de cada uma das etapas de avaliagdo de risco a saide humana pela
exposi¢cdo dietética aos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) apds derramamentos de
petrdleo no oceano.
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Os principais pontos-chave em cada uma das etapas de avaliagao de risco sao
descritos abaixo. A escolha da abordagem de avaliagio de risco sera dependente
do propdsito do estudo e da abordagem matematica escolhida.

Etapal Identificacdo do perigo

Dados provenientes de:
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LOD: Limite de detec¢do. LOQ: Limite de quantificagio. BMDL1o: Dose mais baixa de referéncia
para um aumento de 10% da incidéncia de tumores em animais, com 95% de probabilidade de acerto.
Fonte: de Melo et al. (2022b).
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6 CONCLUSAO

Derramamentos de petroleo nos oceanos como os ocorridos durante a Guerra do Golfo,
Exxon Valdez, Deepwater Horizon e mais recentemente, no Brasil e Ilhas Mauricio,
contaminaram o pescado com HPAs, levando a interdi¢ao das atividades pesqueiras e comércio
de pescado.

Os HPAs sdo utilizados como marcadores quimicos de contaminacio petrogenica. O
conjunto de 4HPAs ou o conjunto de 8HPAs devem ser usados como marcadores de
contaminag¢ao de alimentos com HPAs. Embora o consumo de alimentos contaminados com
HPAs implique na promogdo de efeitos potencialmente genotoxicos e carcinogé€nicos em
humanos, poucos paises apresentam programas oficiais de monitoramento e limites regulatorios
estabelecidos para HPAs em pescado, representando um problema de saude publica.

Contudo, ¢ essencial que métodos analiticos adequados estejam disponiveis para
monitorar HPAs em pescado e orientar uma resposta rapida e confiavel em um cenario de
derramamento de petroleo no oceano. Isso reflete no constante progresso tanto dos métodos de
preparo de amostra quanto da instrumentagdo analitica. Métodos hifenados que combinam
cromatografia liquida ou gasosa com subsequente detecg¢do por espectrometria de massas em
modo tandem (LC-MS/MS e GC-MS/MS, respectivamente) sdo capazes de fornecer a
identificacio inequivoca de HPAs em pescado em baixas concentragdes (ug kg'). A
reprodutibilidade dessas técnicas demonstra ser favorecida quando combinadas a métodos de
preparos de amostra modernos, como a extrac¢do dispersiva guiada energizada.

Embora a abordagem de margem de exposi¢do (MOE) tenha sido proposta pela EFSA
como uma metodologia harmonizada para caracterizacdo dos riscos a saide humana devido a
exposicao dietética aos HPAs, outras abordagens ndo adequadas para HPAs como, fator de
equivaléncia toxica (TEF), tém sido utilizadas por alguns paises para avaliagdes de risco a saude
humana ap6s derramamentos de petréleo nos oceanos. Portanto, um esforgo conjunto de
pesquisadores e agéncias reguladoras ¢ necessario para harmonizar programas de
monitoramento, orientar sobre métodos analiticos de controle, abordagens de avaliagdo de risco
e limites regulatorios para HPAs em pescado.

Finalmente, a definicdo de instrumentos legais, no que se refere a seguranga sanitaria
do pescado, ndo deve embasar-se apenas em experiéncias pds-derramamento de petroleo, mas
em antecipar a determinacao de normas para evitar danos a economia pesqueira € preservar a

satde publica.
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APRESENTACAO DO CAPITULO

No presente capitulo, foi desenvolvido e validado um método analitico para
quantificagdo de HPAs em pescado. Pela primeira vez, a extragdo por liquido pressurizado
usando uma maquina de capsula de café espresso e posterior quantificagdo por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas em modo tandem (LC-MS/MS) foi aplicada para
a determinagdo de HPAs em amostras de pescado. O método desenvolvido auxiliou as
autoridades reguladoras a garantir a segurancga sanitaria do pescado. Os dados analiticos
resultantes fizeram parte do primeiro relatorio oficial sobre a contaminagdo de pescado com

HPAs apo6s o desastre. Este capitulo foi publicado no periddico Food Analytical Methods.
Artigo publicado (Apéndice A):

DE MELO, A. P. Z. et al. Determination of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in Seafood by
PLE-LC-APCI-MS/MS and Preliminary Risk Assessment of the Northeast Brazil Oil Spill.
Food Analytical Methods, n. 0123456789, 2022.
https://doi.org/10.1007/s12161-022-02252-z
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RESUMO

Em 2019, um extenso derramamento de petroleo atingiu mais de 4.000 km da costa brasileira,
levando a uma agao urgente, que incluiu a avaliacao da seguranga do pescado proveniente das
areas afetadas. O objetivo deste estudo foi desenvolver, otimizar, validar e aplicar um método
rapido, sensivel e confidvel para determinar oito hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs) em pescado. O preparo de amostra foi baseado em extrag¢do por liquido pressurizado
usando uma maquina de capsula de café¢ espresso e subsequente quantificagdo por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em modo fandem com fonte de
ionizacao quimica a pressao atmosférica (PLE-LC-APCI-MS/MS). O desempenho do método
foi verificado de acordo com a Decisdo da Comissao 2002/657/EC da Unido Europeia em
termos de seletividade, linearidade (R? > 0.95), precisdo (CV < 21%), exatiddo em termos de
taxa de recuperacao (75 — 115%), limite de decisdo e capacidade de deteccdo. Os limites
analiticos foram definidos nas faixas entre 0,9 e 1,25 pg kg™! (limites de detec¢do, LOD) e 1,25
a 5,00 ug kg'! (limites de quantificagdo, LOQ). O método foi aplicado em mais de cem de
amostras de pescado (n = 139). Concentracdes de benzo[a]antraceno, criseno,
benzo[b]fluoranteno, benzol[ k]fluoranteno, benzo[a]pireno, dibenzo[a,/]antraceno,
benzo[ghi]perileno, e indeno[1,2,3-cd]pireno variaram entre <LOQ a 156 pg kg
Benzo[a]antraceno (41,7%), benzo[a]pireno (41,7%), e benzo[b]fluoranteno (37,5%) foram os
HPAs mais frequentes variando entre <LOQ a 113 pg kg!. As amostras analisadas
apresentaram concentracdes de HPAs abaixo dos niveis de preocupagdo estabelecidos pela
autoridade reguladora brasileira e abaixo dos limites regulatérios estabelecidos pela Unido
Europeia.

Palavras-chave: Carcinogénico; Extracdo por liquido pressurizado; Seguranca de alimentos;
Validagao de método.
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ABSTRACT

In 2019, a vast oil spill reached more than 4,000 km of the Brazilian coast, leading to an urgent
action, which included the assessment of seafood safety from the affected areas. The aim of this
study was the development, optimization, validation, and application of a fast, sensible, and
reliable method to determine eight polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) in seafood. The
sample preparation was based on pressurized liquid extraction using a hard cap coffee espresso
machine and subsequent quantitation by liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometry with atmospheric-pressure chemical ionization source (LC-APCI-MS/MS). The
method performance was verified in accordance to the Commission Decision 2002/657/EC in
terms of selectivity, linearity (R>0.95), precision (CV < 21%), accuracy (75 — 115%), decision
limit, and detection capability. The analytical limits were set between 0.9 and 1.25 pg kg™
(limits of detection, LOD) and between 1.25 and 5.00 ug kg™ ! (limits of quantitation, LOQ).
The method was applied to more than a hundred of seafood samples (n = 139). Concentrations
of  benzo[a]anthracene, chrysene, benzo[b]fluoranthene, benzo[k]fluoranthene,
benzo[a]pyrene, dibenzo[a,h]anthracene, benzo[ghi]perylene, and indene[l,2,3-cd|pyrene
ranged <LOQ to 156 pg kg '. Benzo[a]anthracene (41.7%), benzo[a]pyrene (41.7%), and
benzo[b]fluoranthene (37.5%) were the most frequent PAH, ranging from <LOQ to 113 pg
kg . The analyzed samples showed PAH concentrations below the concern levels established
by the Brazilian regulatory agency and below the limits established by European Union.

Keywords: Carcinogenic; Food safety; Method validation; Pressurized liquid extraction.
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1 INTRODUCAO

Apo6s diversos desastres com derramamentos de petréleo nos oceanos, a seguranga
sanitaria do pescado se torna duvidosa devido ao risco de contaminagdo quimica.
Historicamente, acidentes com derramamento de petrdleo causaram a contaminacao de
ecossistemas aquaticos com hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), como os
ocorridos no Alasca em 1989 e no Golfo do México em 1979 e em 2010 (POLLI et al., 2020;
PULSTER et al., 2020a; SNYDER et al., 2020).

O o6leo cru (petroleo) ¢ uma mistura complexa de compostos organicos com menor
percentual de outros elementos (como oxigénio, nitrogénio, enxofre, metais, entre outros). Os
HPAs podem representar 0,2 — 7% da composi¢ao quimica dos 6leos minerais a base de petroleo
(SPARLING, 2016). Devido a alta estabilidade dessas moléculas no ambiente associada a sua
conhecida atividade carcinogénica (IARC, 2010, 2018), os HPAs sdo considerados um dos
contaminantes petrogénicos de maior preocupagdo (FARRINGTON, 2020).

Em 2019, um extenso derramamento de petrdleo foi identificado na costa brasileira. O
desastre foi considerado o pior derramamento de petréleo da histéria do Brasil e um dos maiores
ja registrados no mundo. O acidente atingiu mais de 4.000 km de litoral em onze estados das
regides Nordeste ¢ Sudeste do Brasil e mais de 5.000 toneladas de residuos oleosos foram
removidos manualmente dos locais costeiros afetados (LOURENCO et al., 2020; PENA et al.,
2020).

O governo brasileiro langou uma forga-tarefa para gerenciar as consequéncias do
desastre e elucidar a origem do petréleo. Uma das principais tarefas era garantir a seguranga do
pescado produzido nas areas afetadas. Os dados fornecidos por medicdes quimicas sdo a
principal fonte para apoiar corretamente o diagnostico sobre a extensdo dos danos ambientais e
da cadeia alimentar (PIE; HEYES; MITCHELMORE, 2015; PULSTER et al., 2020a, 2020b).
De fato, a colaboragdo de laboratdrios oficiais de controle, dotados de métodos analiticos
modernos e sensiveis, ¢ essencial para apoiar as acdes governamentais (MOLOGNONI et al.,
2018b). No entanto, a tarefa de analisar contaminantes organicos que ocorrem em baixas
concentragdes, como os HPAs, pode ser desafiadora, principalmente no que diz respeito a
matrizes biologicas complexas, como pescado (JOHNSON et al., 2018). Além disso, para
fornecer dados analiticos confiaveis, esse tipo de levantamento deve ser realizado em
laboratorios credenciados, capazes de analisar amostras com alto rendimento e fornecer
resultados rapidos com imparcialidade e rastreabilidade (MOLOGNONI; DAGUER; HOFF,
2021).
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Virias técnicas analiticas estdo disponiveis para a determinacdo de HPAs, como
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detectores de ultravioleta e fluorescéncia (HPLC-
UV-FLD) (FERRANTE et al., 2018), cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas em modo tandem (UPLC-MS/MS) (HAN; SAPOZHNIKOVA,
2020), cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas em modo tandem (GC-
MS/MS) (GUIFFARD et al., 2020) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
por tempo de voo (GC-QTOF-MS) (IDOWU et al., 2018). Os métodos LC-MS sdao menos
frequentes quando comparados aos GC-MS e a fonte de ionizacdo quimica & pressao
atmosférica (APCI) ¢ preferida ao invés da fonte de ionizagdo do tipo electrospray (ESI)
(MERLO et al., 2020). Para atingir a sensibilidade e especificidade necessarias, a maioria
dessas técnicas requer protocolos de preparo de amostra extensos, caros e trabalhosos, como a
extracao por Soxhlet, saponificagdo, extragao assistida por ultrassom, extragao em fase solida,
cromatografia de permeagdo em gel e outros (GADELHA et al., 2019; QIN et al., 2020;
SMALLING et al., 2016; SUN et al., 2018; WANG et al., 2020b). Portanto, apesar da grande
quantidade de métodos publicados para analise de HPAs, métodos simples e rapidos de preparo
de amostras ainda s3o escassos na literatura, especialmente quando matrizes complexas como
peixes, crustaceos e moluscos precisam ser analisadas.

O acidente com derramamento de petroleo no Brasil criou a necessidade urgente de
uma ferramenta analitica capaz de determinar HPAs em pescado. O método atenderia aos
limites regulatorios atuais (5,0 ug kg™' para benzo[a]pireno e 30,0 pg kg™! para a soma de
benzo[a]pireno, benzo[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno e criseno em moluscos bivalves) (EU,
2011), além dos niveis de preocupagdo provisorios estabelecidos pelas autoridades reguladoras
brasileiras (6,0 ug kg™!' de benzo[a]pireno para peixes e 18,0 ug kg™! de benzo[a]pireno para
moluscos e crustaceos) (BRASIL, 2019a). Considerando essa demanda oficial, o objetivo do
presente estudo foi desenvolver, otimizar e validar um método rapido, sensivel e confidvel para
determinar oito HPAs (benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno, benzo[b]fluoranteno,
benzo[ghi]perileno, benzo[k]fluoranteno, criseno, dibenzo[a,/]antraceno e indeno[1,2,3-
cd]pireno) em pescado. Além disso, o método foi aplicado a andlise de dezenas de amostras
reais. Os dados analiticos resultantes auxiliardo as autoridades reguladoras a garantir a
seguranca do pescado em areas de producdo geograficamente localizadas dentro das zonas

afetadas durante a investiga¢ao do desastre.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 PADROES E REAGENTES

Todos os solventes usados neste estudo eram de grau LC-MS. A acetonitrila (ACN),
o metanol e o n-hexano foram fornecidos pela JT Baker Chemical Co. (Phillipsburg, EUA). A
agua ultrapura (resistividade minima de 18,2 MQ cm) foi obtida de um Sistema de purifica¢ao
Milli-Q® Integral 10 Millipore (Molsheim, Franca).

O cloreto de sodio (NaCl) e o sulfato de magnésio anidro (MgSQO4) eram de qualidade
analitica e foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA) e Scharlau (Barcelona,
Espanha), respectivamente. O polimero sorbente Q-Matrix™ Hydra foi adquirido da CEM
Corporation (Charlotte, EUA). A terra diatomacea foi obtida da Honeywell, Fluka (Charlotte,
EUA).

Todos os padrdes analiticos eram de pureza igual ou superior a 95%. Foi usada uma
solugdo padrao adquirida da Sigma-Aldrich, Supelco (Saint Louis, EUA). Esta solu¢do (CRM
47940) continha 10 mg L' em acetonitrila de cada um dos seguintes HPAs: benzo[a]antraceno
(B[a]A) (CAS n°® 56-55-3); benzo[a]pireno (B[a]P) (CAS n° 50-32-8); benzo[b]fluoranteno
(B[A]F) (CAS n° 205-99-2); benzo|ghilperileno (B[ghi]P) (CAS n° 191-24-2);
benzo[k]fluoranteno (B[k]F) (CAS n° 207-08-9); criseno (Cri) (CAS n° 218-01-9);
dibenzo[a,h]antraceno (DB[a,/#]A) (CAS n° 53-70-3); e indeno[1,2,3-cd]pireno (I[cd]P) (CAS
n°® 193-39-5). Os padroes internos eram is6topos marcados de HPAs: criseno-di2 (CAS n° 1719-
03-5), fluoranteno-dio (CAS n° 93951-69-0) e pireno-dio (CAS n® 1718-52-1). Todos os padroes
internos foram adquiridos da Toronto Research Chemicals (Ontario, Canada).

A solugdo padrao de trabalho de HPAs foi preparada pela diluicao da solucdo estoque
padrio com acetonitrila para obter 100 ug L. Para preparar a solugio de trabalho dos padrdes
internos, cada padrdo marcado com is6topo foi pesado separadamente (0,01 + 0,001 g) e
dissolvido em acetona para obter solugdes estoque individuais de 1000 mg L. Em seguida,
uma aliquota de cada solugdo foi diluida com acetonitrila para obter 100 ug L™!. Todas as

solucdes foram armazenadas sob refrigeragao a -20 °C.
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2.2 AMOSTRAS

Para o desenvolvimento e validagdo do método, foram coletadas amostras (n = 139)
de camardes (Penaeus spp.), ostras (Crassostrea gigas), mexilhdes (Perna perna) e peixes com
alto e baixo teor de gordura (7Thunnus spp. € Pangasius spp., respectivamente) coletados pelo
Servico de Inspecao Federal (SIF) entre outubro de 2019 e janeiro de 2020. Amostras brancas
de ostras, mexilhdes, peixes e camardes foram obtidas na analise de rotina do laboratorio e
foram previamente analisadas para confirmar a auséncia dos analitos procurados.

Um material de referéncia certificado (CRM) do Food Analysis Performance
Assessment Scheme - FAPAS (T0680QCsale, shellfish, FERA Science Ltd., Sand Hutton, GB)
foi usado para avaliar a precisdo do método, com os seguintes valores atribuidos e nimero de
resultados laboratoriais independentes usados para estimar a concentragao, respectivamente:
Bla]A (5,28 ng kg!; n=25), Cri (6,96 ng kg''; n = 25), B[p]F (12,2 pg kg'; n = 24), B[a]P
(6,90 ng kg'; n=26), B[ghi]P (7,08 ug kg '; n = 14) e soma dos 4HPAs (B[a]A, Cri, B[b]F e
B[a]P; 31,0 pg kg '; n=22).

O preparo das amostras foi realizado de acordo com o tipo de matriz. Amostras
contendo sujeira como areia, lama, lodo, entre outras, foram limpas com agua ultrapura. Para
as amostras de moluscos bivalves, as conchas foram removidas junto com o bisso, usando
espatula e tesoura. Para as amostras de peixes, camardes, lagostas e polvo apenas por¢des de
tecido muscular foram usadas. Posteriormente, todo o tecido foi homogeneizado em um mixer
ou processador de alimentos. As amostras foram estocadas em embalagens de aluminio com

tampa de papel laminado e armazenadas de —30 a —10 °C até o momento da analise.

2.3 EXTRACAO DAS AMOSTRAS

Para o método de extragdo PLE-HCCM (extragdo por liquido pressurizando usando
uma maquina de capsula de café espresso) foram consideradas as seguintes varidveis de
processo: propor¢ao de solventes de extracdo; abordagens de limpeza do extrato; fatores de
concentracdo dos analitos € o solvente de reconstitui¢do. Todos os experimentos foram
realizados pelo menos em triplicata, usando o sinal analitico médio e/ou as concentragdes
calculadas de HPAs.

As amostras foram pesadas (2,0 = 0,1 g) em tubos de polipropileno de 50 mL. Cada
amostra foi fortificada com solucao de trabalho de padrao interno para obter uma concentragao
de 100 ug L!. Os tubos foram agitados em vortex por 5 — 10 seg e mantidos em temperatura

ambiente por 5 min. Em seguida, terra diatomécea foi adicionada a cada tubo (2,0 = 0,5 g). O
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conteudo do tubo foi vigorosamente misturado usando um vortex até que a dispersdo da amostra
na matriz sélida fosse observada. A mistura foi entdo cuidadosamente transferida para uma
capsula de extragao. O material foi suavemente comprimido dentro da capsula e o espago vazio
restante foi preenchido com terra diatomacea. As capsulas de extracao foram entdo submetidas
a extragdo por liquido pressurizado utilizando uma maquina de capsula de café espresso
(Nespresso, modelo UMilk, Budapeste, Hungria) de acordo com Armenta, De La Guardia, &
Esteve-Turrillas (2016) com modificagdes (HOFF et al., 2020).

O procedimento de extracdo foi realizado a 75 £ 2 °C e 19 bar, por 10 — 15 seg. O
solvente de extracdo (15 —20 mL) otimizado foi composto por H2O:ACN (60:40, v/v). O extrato
foi coletado em um tubo de polipropileno de 50 mL contendo aproximadamente 2,0 g de NaCl
e 2,0 g de MgSO4. Os tubos foram misturados em um vortex por 5 — 10 seg, seguido por 20 min
de agitacdo em um agitador orbital. Posteriormente, os tubos foram centrifugados (3600-g x 10
min a 4 °C) e uma aliquota de 800 puL da camada superior foi transferida para um tubo de
polipropileno limpo de 50 mL. O extrato foi evaporado a secura em banho-maria (40 + 2 °C)
sob fluxo suave de nitrogénio. O residuo seco foi dissolvido com 200 pL de acetonitrila,
obtendo-se um fator de concentragdo de quatro vezes. O extrato foi transferido para um vial de
HPLC com insert e analisado em sistema LC-MS/MS. As etapas de preparo das amostras sao

ilustradas na Figura 1.
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Figura 1 — Etapas de preparo das amostras para determinar hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs) em pescado usando maquina de capsula de café espresso e cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em modo fandem com fonte de ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (LC-
APCI-MS/MS).

Etapas de preparo das amostras
Determinagio de HPAs em pescado usando maquina de cipsula de café espressoe LC-APCI-MS/MS

Etapa | Pesagem das amostras, homogeneizaciio e fortificacio

% £ o= Fortificagio com 100 pg L' de Adigdo de terra de

\ 2020.1¢g solugiio de trabalho de padrio interno diatomdcea )

Etapa Il | Extracio por liguido pressurizado [usando uma méquina de café expresso de cipsula) e clean-up
- - -,
- . e . —_
Ml (@
o S I
i3

Fordnela d N salizada : Centrifuga
Transferénciada f L:ufh;.-!!,dn & real qul.-'l a Vértex Agitacio orbital 2 600 B
amostraparauma 75 % 2 “C por 10-15 s com ; N . o
5-10¢g 20min 10 min, 4 °C

| capsula de extragio HO:ACN (60:40, vfv)

| 800 L o O
EH L I--
Evaporagio do sobrenadante em Dissolugiddo residuo seco B T
L banho-mariaa 40 £ 2 °C com fluxe de N, em 200 pl. de acetonitrila LC-APCI-MS/MS
b —

HPAs: Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. LC-APCI-MS/MS: cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em modo tandem com ionizagdo quimica a pressdo atmosférica. Fonte: de
Melo et al. (2022a).

24 ANALISES POR LC-APCI-MS/MS

A andlise instrumental foi realizada usando um sistema HPLC ExionLC (Sciex,
Framingham, Massachusetts, EUA) acoplado a um espectrometro de massas triplo quadrupolo-
linear hibrido com armadilha de ions modelo 5500 QTrap (Sciex, Framingham, Massachusetts,
EUA) com uma fonte de ionizacdo quimica a pressao atmosférica (APCI) operando em modo
positivo. As analises foram realizadas usando o modo de monitoramento de reagao selecionada
(SRM) com, pelo menos, dois ions de fragmento monitorados para cada HPA. Os parametros
de espectrometria de massas otimizados da fonte de ionizagao foram: corrente aplicada a agulha
corona, gas de nebulizagdo, gas de cortina e temperatura na fonte. Diferentes distancias do
capilar em relagdo ao orificio de entrada na fonte foram testadas variando a posi¢dao do

micrometro vertical entre 2,5 — 3,5 mm. O nitrogénio foi usado para nebulizagao e colisdo.
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Os parametros de quadrupolo, potencial de entrada (EP), potencial na fonte (DP),
energia de colisdo (CE) e potencial de saida da célula de colisdo (CXP) foram otimizados e
mostrados na Tabela 1. Os parametros de fonte otimizados foram: 600 °C (temperatura da
fonte); 3 nwA (corrente aplicada a agulha corona); 20 psi (gas de cortina); 60 psi (gas de

nebulizacdo) (GS1). O micrémetro vertical foi ajustado para 3,5 mm.
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Tabela 1 — Pardmetros de condi¢des de monitoramento de reagdo selecionada (SRM) para analise de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) em pescado por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em modo fandem com fonte de ionizacdo quimica a pressao atmosférica (LC-APCI-MS/MS).

Analitos Férmula T’Z?e:ﬁgﬁ((i)e fon precursor :J::tsig?;ggz Eizgiﬁz(;;: DP (V) CE (V) CXpP
fars +
(abreviacao) molecular (min)* (APCI", m/7) (Q, m/%) (C., m/z) Q/C/C Q/C/C V)
Benzo[a]antraceno 226,0
CisH 5,7 228,1 228,0 106/106/141  45/55/55 12
(Bla]A) 2271
. 227,1
Criseno CisHp 5,9 228,1 226,0 106/106/141  45/55/55 12
(Cri) 228,0
250,0
Benzo[b]fluoranteno CaoH12 6,4 252,1 248,0 150/150/150  89/57/77 12
(B[b]F) 224.1
250,0
Benzo[k]fluoranteno CoH12 6,8 252,1 248,0 150/150/150  89/57/77 12
(B[X]F) 2241
. 248,0
Benzo[a]pireno CaoH1 7,1 252,9 250,1 161/161/161  73/101/93 12
(B[a]P) 2242
Dibenzo[a, #]antraceno CxnHis 7,5 279,2 275,9 262,9 151/151 60/60 12
(DB[a,h]A)
o 274.,0
Benzo[ghi]perileno CHip 8,0 2772 272,0 141/236/246  111/81/47 12
(B[ghi]P) 276,0
T 274.,0
Indenofl,2,3-cd]pireno CyHiz 8,4 2772 272,0 141/236/246  111/81/47 12
(I[cd]P) 276,0

EP: Potencial de entrada

= 10 V. DP: Potencial na fonte. CE: Energia de colisdo. CXP: Potencial de saida da célula de colisdo. Q/C/C:
Quantifica¢do/Confirmagao/Confirmacdo. APCI": Ionizagdo quimica a pressdo atmosférica operando em modo de ionizagdo positivo. *: Tolerancia do tempo de
retencdo de 2,5%. Fonte: de Melo et al. (2022a).
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A separagdo cromatografica foi obtida usando uma coluna Zorbax Eclipse PAH Rapid
Resolution HT (2,1 x 100 mm, 1,8 um, 95 A) (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, EUA).
A composic¢ado da fase movel era dgua (A) e acetonitrila (B), que foi usada no modo de gradiente
de eluicao da seguinte forma: 0 — 4,90 min 40% de B; 4,90 — 5,20 min 90% de B; 5,20 — 5,25
min 95% de B; 5,25 — 9,50 min 100% de B; 9,50 — 10,0 min 40% de B. O fluxo da fase mével
foi de 500 uL min~'. A temperatura do forno da coluna foi mantida a 25 °C. O volume de inje¢do
foi ajustado para 7,5 pL. Todos os dados foram adquiridos e processados nos softwares
Analyst® 1.7 HotFix 3 e MultiQuant™ 3.0 (Sciex, Framingham, EUA). Outras condi¢des
cromatograficas foram testadas considerando os tempos de reten¢do, resolucdo entre os picos
dos analitos e resolucgdo entre os analitos e os picos interferentes da matriz. As seguintes fases
estacionarias também foram avaliadas: Zorbax Poroshell 120 (fase fenil-hexil; 3,0 x 50 mm, 4
um, 120 A, Agilent Technologies, Santa Clara, EUA) e Nucleodur C;s Gravity (2,1 x 50 mm,
3,5 um, 110A, de Macherey-Nagel, Diiren, Alemanha).

A padronizagdo interna foi usada para quantificar todas as amostras. As curvas de
calibracdo foram preparadas usando padrdes isotopicos marcados em oito niveis de
concentra¢do (incluindo zero). Um modelo de regressao linear foi usado. A razdo da area de
cada HPA para o padrido interno foi calculada e a curva de calibragdo de oito pontos foi
construida a partir da razdo da area do pico versus a respectiva concentragdo de cada padrao. A

faixa de trabalho foi de 1,25 2 20,0 ng kg ..

2.5 VALIDACAO DO METODO

A validagdo do método foi realizada de acordo com as diretrizes do Ministério da
Agricultura e Pecudria (BRASIL, 2011) e Decisdo da Comissdao 2002/657/EC da Unido
Europeia (EU, 2002) em termos de seletividade, linearidade, faixa de trabalho, precisdo, taxa
de recuperacdo, limite de decisdo (CC,), capacidade de detec¢dao (CCp), limites de detec¢ao
(LOD) e quantificacdo (LOQ). Os efeitos de matriz foram avaliados usando a abordagem
proposta por (HOFF et al., 2015). A incerteza de medicao relativa foi avaliada de acordo com
aISO 21748:2017 (ISO, 2017).

A seletividade foi verificada pela analise de, pelo menos, vinte amostras de matrizes
distintas, incluindo crustidceos, moluscos bivalves e peixes. A comparacao foi feita entre
réplicas da mesma amostra (amostra fortificada versus amostra branca).

A linearidade foi avaliada pela preparagdo de todas as curvas de calibragdo em

triplicata a cada dia de avaliacdo (n = 4), em condi¢des de reprodutibilidade interna. O critério
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de aceitabilidade foi o coeficiente de regressdao (R?), cuja média deveria ser maior que 0,98
(curva de calibracao em solvente) ou 0,95 (curva de calibragdo em extrato de matriz branca).

Para avaliar a taxa de recuperacdo e o efeito de matriz, trés tipos de curvas de
calibracao foram preparadas: (I) padroes analiticos diluidos em solvente puro (acetonitrila); (IT)
amostras brancas fortificadas antes do procedimento de extragdo e (III) amostras brancas
fortificadas apds o procedimento de extragdo. Neste ultimo caso, a curva preparada com um
extrato de matriz branca representou a concentragao tedrica obtida no processo de extragao apds
a etapa de salting-out assumindo uma recuperagdo de 100%. A avaliacdo foi realizada
comparando-se os coeficientes de inclina¢do das diferentes curvas analiticas preparadas.

A precisdo (em termos de repetibilidade e reprodutibilidade interna) e a exatiddo (taxa
de recuperacao) foram avaliadas considerando variaveis de medi¢ao como, analistas (n =2) e
dias de andlise (n = 4). Para esse propodsito, 18 amostras brancas fortificadas foram avaliadas

em trés niveis de concentragdo Tabela 2.

Tabela 2 — Niveis de concentragdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) usados na
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em modo fandem com fonte de ionizagdo
quimica a pressdo atmosférica (LC-APCI-MS/MS) na validagdo do método.

Analitos NiYeis df Nivel de decisao
(abreviacao) fortlﬁczjlg: a0 (ng kg™)
(ng kg™)

Benz?][;[]jﬁf)aceno 5,00; 7,50: 10,0 5,00
C(“CS:II;O 5,00; 7,50; 10,0 5,00
Benzo[(bé?];%f)ame“o 5,00; 7,50; 10,0 5,00
BenZO[(’%f[]é;f)ameno 5,00; 7,50; 10,0 5,00
Beng[[z]]};j)feno 1,25; 2,50; 5,00 1,25
Diben%%[gy[lgzr]lgceno 2,50; 5,00; 7,50 2,50
Benzag%gz]l}]’gﬂeno 1,25; 2,50; 5,00 5,00
Indeno[l(,IZ[i-]f;ﬁglpifeno 1,25; 2,50; 5,00 5,00

Fonte: de Melo et al. (2022a).

O critério de aceitabilidade para precisdo foi um coeficiente de variagdo (CV) inferior
a20%. A taxa de recuperacao foi considerada aceitavel entre 70 — 110%. A andlise de variancia

(One-Factor ANOVA) com nivel de significncia de 95% foi realizada para verificar diferencas
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na precisdo e exatidao entre analistas e dias de analise. O tratamento dos dados foi realizado no
software Microsoft Excel versao 2010.

A sensibilidade do método foi estudada em termos de limite de deteccao (LOD) e
limite de quantificacdo (LOQ). O LOQ foi estabelecido como o nivel de decisdo para cada
analito, para o qual a taxa de recuperacao (70 — 110%) e a precisdo aceitaveis (CV < 20%)
foram alcancadas. O LOD, por outro lado, foi estabelecido como o menor valor de resposta de
cada analito usando amostras brancas fortificadas com reprodutibilidade aceitavel (CV,<30%).

O limite de decisdao (CC,) foi obtido multiplicando-se o desvio padrao da média das
fortificacdes nos niveis de validacdo propagados com os erros dos residuos das curvas de
calibragdo pelo fator 1,64. A capacidade de detecgdo (CCp) foi obtida multiplicando-se o desvio
padrao da média das fortificagdes nos niveis de validagao pelo fator 1,64 e adicionando tal
produto ao valor de CC,. Esses calculos consideraram erros aleatorios das avaliacdes de
precisdo, tendéncia e residuos de funcgdes lineares no nivel de decisdo. Qutliers foram
previamente excluidos dos calculos, utilizando o teste de Grubbs (nivel de significancia de

95%).

2.6 APLICABILIDADE DO METODO

Apds o estudo de validagdo, o método foi aplicado a rotina laboratorial (n = 139).
Amostras de peixes (n = 86), camardes (n = 12), lagostas (n = 4), mexilhdes (n = 5), ostras (n
= 2) e polvo (n = 1) foram coletadas nas regides afetadas pelo derramamento de petrdleo no
Brasil e analisadas em triplicata. Uma das replicatas foi fortificada com a solucao de trabalho
de HPAs em 5 pg kg'!. Além disso, amostras de pescado do litoral de Santa Catarina foram
analisadas para fornecer alguma referéncia basal, visto que esta regido nao foi afetada pelo
desastre. Essa amostragem local foi feita por 29 amostras, compostas por mexilhoes (n =21) e
ostras (n = 8). A conformidade da amostra foi avaliada levando-se em consideracdo a atual
regulamentac¢do europeia (EU, 2011) e os niveis de preocupacgao provisorios estabelecidos pela

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2019a).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 OTIMIZACAO DO METODO DE EXTRACAO

O preparo de amostras bioldgicas para andlise de contaminantes em baixas
concentragdes ¢ um desafio permanente na Quimica Analitica, na Ciéncia dos Alimentos e na
Toxicologia. Normalmente, o nivel necessario de etapas de extragdo, concentragao e purificacao
da amostra ndo corresponde a demanda necessaria de anélise de muitas amostras em um curto
periodo com dados reprodutiveis e confidveis. Desde o primeiro momento, o objetivo deste
estudo foi encontrar um ponto de equilibrio entre um processo de preparo de amostra rapido e
de baixo custo, ¢ a obtengdo de resultados analiticos confidveis que atendam aos limites
regulatorios.

Nas técnicas de PLE, a composi¢do do solvente ¢ um fator determinante para garantir
a extracdo completa dos analitos alvo. No entanto, a HCCM (maquina de cépsula de café¢
espresso) restringe a faixa de solventes que podem ser utilizados no procedimento de extragao,
por se tratar de um equipamento destinado ao uso doméstico, no qual apenas agua ¢
recomendada para seu uso. Estudos anteriores (MERLO et al., 2020), bem como o trabalho de
Armenta, De la Guardia e Esteve-Turrillas (2016) com a extragdo de HPAs em solo, mostraram
o uso de solventes organicos dentro do limite de 40% da composi¢do. A partir deste ponto, as
propor¢oes de dgua e acetonitrila foram usadas como solugdo de extragdo. No entanto, a
presenca de altas concentragdes de 4gua pode comprometer a extragdo de compostos altamente
hidrofobicos, como os HPAs. Por outro lado, para preservar a HCCM de danos quimicos, optou-
se por ndo submeter o equipamento a condi¢des severas de extragdo, como, por exemplo, altas
concentragdes de solventes organicos. Embora a solucdo de extracdo fosse principalmente
aquosa, a combinacao de alta pressao (19 bar) e alta temperatura (75 = 2 °C) permitiu que a
solugdo de extracdo penetrasse de maneira eficiente na matriz, o que garantiu a solubilidade dos
analitos. Portanto, a solugdo de extragdo composta por H2O:ACN (60:40, v/v) foi escolhida
devido a sua capacidade de extrair com eficiéncia todos os analitos.

Para garantir a transferéncia adequada da amostra para a capsula de extragdo, a amostra
precisou ser seca. Assim, a primeira abordagem do estudo foi a liofilizagdo da amostra, no
entanto, tornou o método demorado. Em seguida, foi avaliado o uso da técnica de dispersdo de
matriz em fase sélida (MSPD). Vérios adsorventes foram avaliados, como Cjg, carvao ativado
e terra diatomacea. Os melhores resultados foram obtidos com a terra diatomacea. Sua
capacidade de secar rapidamente a amostra e remover interferentes polares da matriz, além da

baixa toxicidade e custo, revelou-se adequada para o proposito e foi a escolhida.
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Considerando que o extrato obtido (15 — 20 mL) era principalmente aquoso, a seguinte
estratégia foi aplicar uma etapa de concentragdo dos analitos e limpeza do extrato. Uma das
primeiras abordagens avaliadas foi a extragdo liquido-liquido (LLE) usando n-hexano. Embora
esse procedimento tenha apresentado resultados satisfatorios em outro estudo (MERLO et al.,
2020), apds a evaporacao e reconstitui¢do do extrato com acetonitrila, foi verificada a presenca
de diversos interferentes. Assim, foi avaliado o uso de salting-out, testando diversos tipos e
proporgdes de sais (Figura 2). Foi observado que o aumento da quantidade de sais ndo melhorou
a sensibilidade do método e a taxa de recuperacdo dos analitos. Ao contrario, o aumento
excessivo da forga ionica demonstrou efeito negativo na sensibilidade e a taxa recuperacao.
Portanto, uma abordagem de baixa concentracao de sal (2 g de NaCl e 2 g de MgSOs) foi a

escolhida.

Figura 2 — Influéncia das abordagens de salting out na sensibilidade do método (intensidade do
sinal analitico, em cps) e taxa de recuperagdo dos analitos (%).
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Fonte: de Melo et al. (2022a).

Finalmente, a camada organica do extrato foi concentrada e reconstituida. O efeito dos
interferentes da matriz mostrou-se critico para a concentracao por evaporacao. A otimizagao
desta etapa foi estudada considerando volumes de 100, 400 e 800 pL do extrato submetido a

secagem e reconstituido em 200 pL de acetonitrila, obtendo-se fatores de concentracdo de
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metade, duas e quatro vezes. Volumes maiores mostraram efeitos de matriz muito intensos. A
reconstituicdo foi avaliada usando dois solventes: metanol e acetonitrila. Essa etapa se mostrou
crucial para a sensibilidade do método. A etapa de concentracdo produziu um notavel aumento
de sensibilidade, de até 7,4-vezes na intensidade do sinal analitico, quando o extrato foi
concentrado quatro vezes, conforme mostrado na Figura 3. A acetonitrila apresentou melhor
sensibilidade comparada ao metanol para todos os analitos, tendo sido escolhida como o

solvente de reconstituicao.

Figura 3 — Influéncia do fator de concentragio na sensibilidade do método, onde a intensidade do sinal
analitico ¢ expressa em porcentagem (%) e o sinal mais intenso ¢ assumido como 100%.
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Na abordagem proposta, apenas um ciclo de extragdo, limpeza e concentragdo do
extrato foi suficiente para a obtencdo de extratos limpos (Figura 3). De fato, os resultados
demonstraram que a combina¢do da extracdo de PLE-HCCM seguida de salting-out,
concentragdo por evaporagao e reconstituicao do extrato resultou em um desempenho bastante
satisfatorio, evitando as desvantagens dos métodos tradicionais de preparagao de amostras,
como protocolos caros, complexos e demorados como cromatografia de permeagdo em gel,
saponificagdo, liofilizagdo, entre outros relatados em outros métodos analiticos (CAPOLUPO

etal., 2017; EVARISTE et al., 2018; GUIFFARD et al., 2020; QIN et al., 2020).
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As condig¢des finais otimizadas para o preparo das amostras foram: solucdo extratora
composta de H2O:ACN (60:40, v/v); salting-out consistindo em 2 g de NaCl e 2 g de MgSOy;

fator de concentracao de quatro vezes e acetonitrila como solvente de reconstitui¢ao.
3.2 OTIMIZACAO DAS CONDICOES LC-APCI-MS/MS

Reproduzir em amostras de pescado o desempenho do método para a determinagao de
HPAs em bacon foi o primeiro experimento (MERLO et al., 2020). No entanto, devido as
diferencas na composi¢ao da matriz, a resposta obtida com a fonte ESI (electrospray ionization
source) foi insatisfatoria. Além disso, muitas dificuldades foram enfrentadas para reproduzir
totalmente os métodos LC-MS/MS relatados na literatura, especialmente quando era necessario
atender as reais condi¢des exigidas em um laboratorio oficial de controle e os limites
regulatorios atuais para HPAs. Quando comparada a fonte ESI, a otimizagao APCI apresentou
melhor sensibilidade e reprodutibilidade para todos os analitos. Portanto, o método foi
otimizado usando uma fonte APCI em modo positivo (APCI").

A separagdo em fase reversa Cig ndo foi capaz de resolver adequadamente a separacao
entre os picos do analito e os picos da matriz. Por outro lado, ao utilizar a fase fenil-hexil, houve
uma maior reten¢do de compostos, devido ao grupamento volumoso ligado a silica. Nesse caso,
os analitos foram separados dos compostos da matriz, permitindo a identificagdo dos HPAs por
espectrometria de massas, porém sem resolucdo adequada entre os analitos. Além disso, a
distingdo do tripleto de isomeros B[a]|P, B[h]F e B[k]F (cada HPA com massa molar de 252 g
mol '), assim como os dois pares de isomeros B[a]A e Cri (cada HPA com massa molar de 228
g mol ™), e B[ghi]P e I[cd]P (cada HPA com massa molar de 277 g mol ') foi impraticavel
usando ambas as fases Cig e fenil-hexil (Figura 4, parte A e B, respectivamente). Assim,
buscou-se avaliar uma coluna especifica para HPAs, visando a separagdo dos isdmeros. Usando
a coluna especifica de HPAs, uma resolugdo satisfatoria foi obtida para todos os analitos (Figura
4, parte C). Esse fato foi muito importante para a confiabilidade do método, pois um dos
principais parametros toxicologicos para a avaliacdo dos HPAs € a distingdo dos isomeros. Os
isomeros de HPAs apresentam diferentes toxicidades e limites regulatorios ou niveis de
preocupacao (BRASIL, 2019a; EU, 2011). Enquanto B[a]P ¢ o tnico HPA regulado
individualmente e que apresenta evidéncia suficiente de carcinogenicidade em humanos,
B[a]A, B[b]F e Cri sdo considerados possivelmente carcinogénicos para humanos e regulados
como uma soma (4HPAs). Os outros HPAs estudados ndo apresentam regulamentacao e sao

classificados como provavelmente carcinogénicos para humanos (DB[a,/#]A), possivelmente
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carcinogénicos para humanos (I[cd]P e B[k]F) e ndo classificavel quanto a sua
carcinogenicidade para humanos (B[ghi]P) (IARC, 2010, 2018).

O uso de solvente polar aprético (acetonitrila) como fase movel de elui¢do, permitiu a
ionizacao adequada de todos os analitos e garantiu uma melhor relagdo sinal/ruido utilizando a
fonte APCI. A retencgdo do analito diminuiu com o aumento da temperatura da coluna. Portanto,
as condicdes de retencdo ideais foram obtidas a 25 °C. Um gradiente otimizado foi desenvolvido
para garantir a separacdo adequada dos isomeros (consulte a secdo 2.4). A separagdo
cromatografica de oito HPAs em pescado foi realizada em 10 min. A ordem de retengdo de cada
analito foi proporcional ao aumento da cadeia aromatica. O tempo de reteng¢do de cada HPA e

sua respectiva estrutura quimica ¢ relatado na Figura 4, parte C.
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Figura 4 — Cromatograma obtido por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em modo tandem com fonte de ionizagdo quimica a pressao
atmosférica (LC-APCI-MS/MS) de amostra branca de mexilhdo fortificada em 5 pg kg usando as seguintes fases estacionarias: Cis (A), fenil-hexil (B), e
Zorbax Eclipse PAH (C), onde (1) benzo[a]antraceno (5,7 min), (2) criseno (5,9 min), (3) benzo[b]fluoranteno (6,4 min), (4) benzo[k]fluoranteno (6,8 min), (5)
benzo[a]pireno (7,1 min), (6) dibenzo[a,h]antraceno (7,5 min), (7) benzo[ghi]perileno (8,0 min) e (8) indeno[1,2,3-cd]pireno (8,4 min).
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Contudo, os HPAs sdo analitos desafiadores a serem determinados por espectrometria
de massas, devido as suas caracteristicas fisico-quimicas. Sua estrutura molecular apresentou
baixo perfil de fragmentagdo, com baixa especificidade. Devido a sua composicao quimica
restrita a carbono e hidrogénio, associada a um peso molecular relativamente baixo, os
espectros MS/MS sdo carentes de informagdes. Em casos de amostras bioldgicas e de alimentos,
¢ esperada a presenca de um numero significativo desses isdomeros de massa, considerando a
composi¢ao organica das amostras. Mesmo protocolos de preparo de amostra complexos com
varias etapas para analise de HPAs mostram intensa interferéncia da matriz. No presente
método, andlises de alto desempenho e seletividade eram um compromisso. Assim, a analise
dos cromatogramas exigiu cautela, principalmente para verificar a reprodutibilidade do tempo

de retencao.

3.3  VALIDACAO DO METODO

Os resultados dos pardmetros de validagao demonstraram que o método desenvolvido

apresentou confiabilidade para a rotina do laboratério (Tabela 3).
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Tabela 3 — Figuras analiticas de mérito obtidas na validacdo do método de determinacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) em pescado por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em modo fandem com fonte de ionizacdo quimica a pressao atmosférica (LC-APCI-MS/MS).

Analitos foljtlivffiadg:iio Repetibilidade Repr(;l(:;letll'zgldade re;rl?;:rggﬁo LOQ LOD CC. CCy I:'lgl(‘:ll;tifffla
. ~ 0 —1 ~1 ~1 ~1
(abreviagio) (ng ke) (CV, %) (CVai%) (%) (ngkg™) (ngkg™) (ngkg) (mgkg) o))
B 5,00 18 114
enzo[a]antraceno 7,50 15 19 112 5,00 1,25 7,60 7,90 22
(Bla]A)
10,0 12 108
- 5,00 10 115
10,0 14 96
R Wil 5,00 20 95
enzo[b]fluoranteno 7,50 18 21 92 5,00 1,25 6,10 6,70 24
(B[P]F)
10,0 15 91
Bensol K1 5,00 19 81
enzo[k]fluoranteno 7,50 11 19 86 5,00 1,25 6,30 6,30 31
(B[KTF)
10,0 15 87
B , 1,25 21 102
enzo[a]pireno 2.50 13 17 91 1,25 0,90 1,80 3,00 33
(B[a]P)
5,00 12 78
Dib N 2,50 15 103
ibenzo[a, hjantraceno 5,00 11 18 79 2,50 1,00 3,40 4,60 39
(DB[a,h]A)
7,50 14 75
R il 1,25 11 104
enzo[ghi]perileno 2,50 11 19 88 1,25 1,00 1,60 3,00 32
(B[ghi]P)
5,00 14 91
Indenol 1.2 3-cdloi 1,25 16 106
ndeno[1,2,3-cd]pireno 2,50 15 17 90 5,00 1,00 1,60 2,90 33
(I[cd]P)
5,00 10 97

CV.,: Coeficiente de variagdo para repetibilidade. CV_;: Coeficiente de variagdo para reprodutibilidade interna. CC,: Limite de decisdo. CCg: Capacidade de
detecgdo. LOD: Limite de detec¢do. LOQ: Limite de quantificagdo. Fonte: de Melo et al. (2022a).
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Em relacdo a seletividade, as transi¢des monitoradas para cada HPA ndo apresentaram
interferéncia quando os analitos foram injetados em solvente puro. Além disso, todas as
matrizes apresentaram um grande nimero de picos interferentes, a maioria deles na regiao do
cromatograma antes da elui¢ao dos primeiros HPAs. Para minimizar a interferéncia do sinal o
mais baixo possivel, evitou-se o uso de ions precursores baseados no isé6topo mais abundante,
para o qual foram observadas mais substiancias concomitantes extraidas das matrizes. Com
excecdo dos isomeros de massa molar com 228 g mol™! (B[a]A e Cri) e 252 g mol™' (B[b]F ¢
B[k]F) que apresentaram problemas de sensibilidade, ions de menor abundancia isotopica
foram usados para todos os outros analitos. A efetiva diminui¢do do sinal dos interferentes no
cromatograma de ions totais (TIC) em relacdo aos analitos, aliada a separagdo dos picos
relacionados a matriz, conferiu a seletividade minima necessaria. Ou seja, buscou-se
seletividade tanto na separa¢do (tempo, em minutos) quanto na detecc¢do (m/z) para analise de
matrizes complexas como pescado.

A seletividade do método também foi satisfatoria para os padrdes internos. O
fluoranteno-dio e pireno-dio coeluiram em 4,8 min. Por outro lado, o mesmo tempo de retengao
foi alcangado para o criseno-di» e seu is6topo (5,9 min), separando-se dos concomitantes vindos
da matriz. No entanto, todos os padrdes internos foram mantidos e avaliados em termos de
performance de validacdo e aplicabilidade com amostras reais.

De acordo com a Figura 5, o efeito de matriz na fonte de ionizagao foi semelhante para
as matrizes de mexilhdo, ostra, camardo e peixe. Portanto, foi possivel utilizar um unico tipo de

amostra para representar todas as matrizes relatadas por este estudo.
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Figura 5 — Grafico de injecdes de (A) padrio em solvente (B) mexilhdo (Perna perna), (C) ostra
(Crassostrea gigas), (D) peixes com baixo teor de gordura (Pangasius spp.), (E) peixes com alto teor
de gordura (Thunnus spp.), (F) camarao (Penaeus spp.), (G) material de referéncia certificado shellfish
—FAPAS.
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A sensibilidade do método foi satisfatdria ao proposito, com LODs que variaram de 0,90
a 1,25 pg kg'! e LOQs entre 1,25 e 5,00 ug kg'!. Os valores médios dos coeficientes de
regressdo (R?) foram satisfatorios e, em sua maioria, superiores a 0,97. Os testes sobre o efeito
de matriz mostraram uma perda de sinal analitico superior a 60% para todos os analitos.
Portanto, foi necessario usar uma abordagem de calibracdo de matriz combinada para minimizar
os erros sistematicos da fonte de ionizagdo. Usando o procedimento para preparar a curva de
calibragdo com um extrato de matriz branca, uma taxa de erro inferior a 40% foi alcancada para
todos os analitos. Para corrigir o erro sistematico ainda existente, a comparagdao do padrdo
interno entre aquelas amostras fortificadas antes da extragdo (amostras desconhecidas e
amostras de controle de qualidade) e aquelas fortificadas apds a extra¢do (ponto da curva de
calibra¢do preparado com extrato de matriz branca) forneceu uma maneira util de compensar
os erros em relacdo a preparagao da amostra. O criseno-di2 mostrou a melhor performance como

padrdo interno para calibrag¢ao e avaliagdo do fator de resposta. O fluoranteno-dio € pireno-dio
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apresentaram dificuldades quanto a seletividade para algumas matrizes e foram descartados.
Assim, o criseno-di> foi inicialmente adotado para calibragdo como padrdo interno.
Considerando as perdas com o processo de extragdo, todos os lotes foram acompanhados de
amostras de recuperacdao (n = 3), utilizadas para corrigir os resultados das amostras
desconhecidas. Assim, cada lote deve ser acompanhado de, pelo menos, quatro amostras de
controle de qualidade: uma amostra branca usada como controle negativo e trés amostras
fortificadas para calcular a taxa de recuperagao intra-lote.

A complexidade de analisar simultaneamente varios compostos em baixas
concentragdes em matrizes complexas usando LC-APCI-MS/MS foi claramente demonstrada
quando o método foi submetido a testes de precisdo e exatidao. O estudo de precisdo em termos
de repetibilidade e reprodutibilidade interna forneceram coeficientes de variagdo (CV) em sua
maioria abaixo de 20%, exceto para B[a]P e B[b]F, cujos CV foram 21% para repetibilidade e
21% para reprodutibilidade interna, respectivamente. As taxas de recuperagdo ficaram entre 75
e 115%. Os melhores valores de taxa de recuperagdo foram considerados para I[cd]P e B[b]F
(90 a 106%). Em termos de variabilidade, o melhor desempenho foi alcangado para o analito
B[ghi]P, cujos valores de CV foram inferiores a 14%. Embora algumas recuperagdes nao
atendessem aos critérios de validagdo adotados (70 a 110%), os resultados foram considerados

aceitaveis, uma vez que as amostras foram analisadas juntamente com controles de qualidade.

34 APLICABILIDADE DO METODO

A avaliacdo da aplicabilidade do método apresentou resultados satisfatorios, exceto
para Cri. Neste caso, o analito ndo produziu recuperacdes aceitdveis. Os resultados do z-score
da avaliacao de exatidao externa (material FAPAS) foram satisfatorios (intervalo de z-score <
2,0), exceto para Cri cujo resultado ficou abaixo do LOQ (5,00 ug kg!). Ao considerar a soma
de 4HPAs (B[a]A, B[a]P, B[b]F e Cri), foi obtido um valor de 18,8 ug kg!, que estava dentro
da faixa de 17,3 e 44,6 pg kg!' designado pelo fornecedor do material de referéncia, mesmo
adicionando valor zero a concentra¢do de Cri. Ao considerar as taxas de recuperacdao usando o
valor médio relatado, elas variaram de 72 a 85%. Os outros analitos que ndo estavam presentes
no material (B[ghi]P, B[k]F, DB[a,h]A e I[cd]P) tiveram recuperacdes entre 70 e 120%,
fortificando as amostras antes do procedimento de extragao.

O método também foi avaliado em uma rodada de testes de proficiéncia (57
laboratérios participantes) fornecidos pela FAPAS (Food Chemistry Proficiency Test Report

0693), com amostra de peixe defumado. Embora esta matriz especifica ndo faga parte do escopo
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do método, o mesmo procedimento analitico foi utilizado para esta avaliagdo interlaboratorial.
Os resultados do estudo interlaboratorial colaborativo atenderam ao valor designado pelo
provedor para 4HPAs (97,5 pg kg™!, n = 46). O desempenho do método foi satisfatorio
(intervalo de z-score < 2,0) para a soma de 4HPAs (63,5 pg kg™!, n = 6).

Em relag@o as amostras coletadas ao longo da costa brasileira, ndo foram quantificados
HPAs em amostras de regides ndo afetadas (estado de Santa Catarina). Das 110 amostras das
regides afetadas pelo derramamento de petroleo, 43,6% (n = 48) das amostras continham niveis
mensuraveis de HPAs: B[a]A (41,7%, n = 20), Cri (29,2%, n = 14), B[b]F (37,5%, n = 18),
B[K]F (2,1%, n = 1), B[a]P (41,7%, n = 20), B[ghi]P (6,3%, n = 3), I[cd]P (2,1%, n = 1) ¢
DB[a,#]A (6,3%, n = 3). Em relagdo as matrizes relatadas, peixes (39,5%, n = 34), camardes
(58,3%, n=17), lagostas (50,0%, n = 2), mexilhdes (60,0%, n = 3), ostras (50,0%, n = 1) e polvo
(100%, n = 1) estavam contaminados com, pelo menos, um dos oito analitos estudados (Tabela

4).
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Tabela 4 — Faixas de concentragdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (em ug kg ') determinadas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria

de massas em modo fandem com fonte de ioniza¢do quimica a pressao atmosférica (LC-APCI-MS/MS) em pescado coletado na costa brasileira.

Analito Peixe Camario Lagosta Mexilhao Ostra Polvo

(abreviacio, pg kg™ (n = 86) (n=12) (n=4) (n =26) (n=10) (n=1)
ng kg
Benzo[aJantraceno <LOQ-27.8 <LOQ-11,9 <LOQ <LOQ - 7,39 <LOQ 64,2

(Bla]A)

C(rgflr)lo <LOQ - 854 <LOQ <LOQ <LOQ 7,79 <LOQ 483
Benzo[(l];][%‘]‘;;ameno <LOQ - 105 <LOQ- 113 <LOQ - 83,2 <LOQ <LOQ 26,3
Benzo[k]fluoranteno <LOQ-5.14 <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q 5,00

(B[A]F)

Benég[[‘;]]lf;)feno <LOQ-4,10 <LOQ-2,00 <LOQ-1,50 <LOQ <LOQ <1,25
Dibenzo[a,h]antraceno
(OBlallA) <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 4,45
Benzo[ghi]perileno
Blohip <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 7,15
Indeno[1,2,3-cd]pireno <
LO <LO <LO <LO <LO 5,35

dear) Q Q Q Q Q

4HPAs <LOQ - 98,7 <LOQ-115 <LOQ - 83,2 <LOQ- 12,9 <LOQ - 4,60 139

8HPAs <LOQ - 98,7 <LOQ-115 <LOQ - 83,2 <LOQ- 12,9 <LOQ - 4,60 156

4HPAs: Soma de B[a]P, Cri, B[a]A e B[b]F. 8HPAs: Soma de B[«]P, Cri, B[a]A, B[b]F, B[k]F, B[ghi]P, D[a,h]A e I[cd]P. LOQ: Limite de quantifica¢ao, onde
benzo[a]antraceno, criseno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[ghi]perileno e indeno[1,2,3-cd]pireno = 5,00 pg kg'; benzo[a]pireno = 1,25 ug
kg™!; dibenzo[a,h]antraceno = 2,5 pg kg!. Fonte: de Melo et al. (2022a).
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4 CONCLUSAO

Este ¢ o primeiro relatorio oficial sobre os niveis de contamina¢do de HPAs em
pescado das regides afetadas pelo derramamento de petroleo de 2019 na costa brasileira. Foi
desenvolvido, otimizado e validado com sucesso um método rapido, sensivel e confiavel para
determinar HPAs em pescado. Pela primeira vez, a extracdo por liquido pressurizado (PLE)
usando uma maquina de capsula de café espresso e posterior a quantificagdo por LC-APCI-
MS/MS foi aplicada para a determinagdo de HPAs em amostras de pescado.

A preparagdo completa de um lote com 45 amostras, mais amostras de controle de
qualidade, incluindo curva de calibracdo, foi realizada em aproximadamente 3 horas. O
procedimento de extragdo das amostras na maquina de capsula de café espresso levou de 10 —
15 seg para cada amostra. A separacdo cromatografica subsequente foi alcancada em 10 min.
Portanto, o0 método PLE-LC-APCI-MS/MS desenvolvido foi adequado ao proposito.

Concentragdes mensuraveis de HPAs estavam presentes em 43,6% das amostras de
pescado das regides afetadas pelo derramamento de petréleo no Brasil. B[a]A (41,7%), B[a]P
(41,7%) e B[b]F (37,5%) foram os HPAs mais frequentes, variando de abaixo do LOQ a 113
ng kg'!. As amostras analisadas apresentaram concentracdes de HPAs abaixo dos niveis de
preocupagdo estabelecidos pela autoridade reguladora brasileira e abaixo dos limites
regulatorios estabelecidos pela Unido Europeia. No entanto, as opinides sobre a seguranga do
pescado nas regides de derramamento de petrdleo ainda sdo prematuras, em comparacao com
outros acidentes semelhantes. Apesar de o acidente ter ocorrido héd mais de um ano, seus efeitos
na saide humana podem nao ter sido totalmente percebidos, uma vez que os residuos de HPAs
petrogénicos podem durar décadas. Portanto, o monitoramento de pescado deve ser realizado

de maneira constante para medir os impactos na saide humana.
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CAPITULO 111

Réapida extracio dispersiva guiada energizada de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos para analise de evidéncias do derramamento de petroleo e

monitoramento pescado baseado em risco
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APRESENTACAO DO CAPITULO

No presente capitulo, foi desenvolvido um método avancado de extracdo dispersiva
guiada energizada (EDGE) para a quantificacdo de HPAs em pescado por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em modo tandem (LC-MS/MS). O método desenvolvido foi
aplicado a amostras de pescado e material bioldgico de aves, mamiferos e répteis para analisar
as evidéncias criminais do desastre de derramamento de petréleo no Brasil em 2019 e consolidar
os dados do primeiro monitoramento oficial de HPAs em pescado do pais. Além disso, o risco
da exposic¢do a satide dos consumidores de pescado do Brasil foi avaliado. Parte deste capitulo
foi apresentado no Simposio Internacional da Associacdo Brasileira para a prote¢do dos
Alimentos (ABRAPA) 2023, cujo mérito foi considerado digno de meng¢ao honrosa. Além

disso, também foi submetido ao periddico Microchemical Journal.
Mengcao honrosa (Apéndice A):

Ana Paula Zapelini de Melo et al. (2023). Primeiro monitoramento oficial de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos em pescado (6416917). Mencao Honrosa no Simpésio Internacional

ABRAPA 2023.
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RESUMO

Apo0s o desastre com derramamento de petroleo em 2019 na costa brasileira, a demanda por
analises de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) em amostras de peixes aumentou.
O objetivo deste estudo foi desenvolver um método avancado de extragdo dispersiva guiada
energizada (EDGE) e quantificacdo por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas em tandem com fonte de ionizagao quimica a pressao atmosférica (LC-APCI-MS/MS).
O método desenvolvido foi validado em termos de seletividade, faixa de trabalho, efeito da
matriz, precisao, exatiddo, limites de detecg¢ao e quantificagado, e limite de decisdo. Este método
foi aplicado a 238 amostras para consolidar o primeiro monitoramento oficial brasileiro de
HPAs em pescado. Os HPAs foram quantificados em 15% das amostras de pescado, com
concentragdes de até 69,3 pg kg . O risco a satde dos consumidores de pescado foi avaliado
usando a abordagem de margem de exposicao (MOE). Além disso, o método analitico foi
aplicado a analise forense de amostras de 6rgaos e tecidos de varias espécies animais (n = 24)
coletadas como evidéncia criminal do desastre. O B[a]P foi quantificado em 83% das amostras,
com concentragdes de até 39.400 pg kg !, confirmando a contaminagio com petréleo. Apesar
disso, a avaliagdo dos riscos indicou que a catastrofe era pouco preocupante para a saude
humana. Este novo método aumentou o rendimento laboratorial e foi aplicado com sucesso a
diferentes tipos de amostras, apoiando tanto a investigacdo forense como a monitorizacdao de
peixes apos o desastre.

Palavras-chave: Avaliacdo de risco; Carcinogénico; Seguranca de alimentos; Validacdo de
método.
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ABSTRACT

After the 2019 oil spill disaster in the Brazilian coast, the demand for PAH analysis in fish
samples increased. The aim of this study was to develop an advanced method of energized
guided dispersive extraction (EDGE) and quantification by liquid chromatography coupled to
tandem mass spectrometry with atmospheric-pressure chemical ionization source (LC-APCI-
MS/MS). The developed method was validated in terms of selectivity, working range, matrix
effect, precision, accuracy, limits of detection and quantification, and decision limit. This
method was applied to 238 samples to consolidate the first official Brazilian monitoring of PAH
in seafood. PAHs were quantified in 15% of fish samples, with concentrations up to 69.3 ug
kg!'. The health risk of fish consumers was assessed using the margin of exposure (MOE)
approach. In addition, the analytical method was applied to forensic analysis of organ and tissue
samples from several animal species (n = 24) collected as criminal evidence of the disaster.
Bla]P was quantified in 83% of the samples at concentrations of up to 39,400 pg kg,
confirming oil contamination. Despite this, the risk assessment indicated that the disaster was
of low concern to human health. This new method increased laboratory throughput and was
successfully applied to different types of samples, supporting both forensic investigation and
monitoring of fish after the disaster.

Keywords: Carcinogenic; Food safety; Method validation; Public health; Risk assessment.
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1 INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) fazem parte da composicao do
oleo mineral a base de petroleo e, portanto, sdo marcadores uteis de contaminagao petrogénica.
O apoio laboratorial fornecido pelos métodos de quantificacdo de HPAs torna-se fundamental
para as investigacdes de derramamento de petréleo no que diz respeito ao risco para a saude
dos consumidores. As exposi¢des dietéticas e ambientais aos HPAs aumentam a incidéncia de
cancer (IARC, 2010). Os dados de HPAs também apoiam decisdes importantes, como a
liberacdo ou interdicdo de regides de pesca, locais de cultivo e comércio de pescado.
Independentemente da ocorréncia de derrames de petroleo, os programas de monitoramento,
avaliagdo de risco e limites regulatorios para HPAs em pescado s3o passos essenciais para
preservar a saude publica e devem ser definidos a luz de dados laboratoriais confiaveis (DE
MELO et al., 2022a). Apds o derramamento de petrdleo na costa brasileira em 2019, as
atividades balneares e pesqueiras foram proibidas para avaliar toda a extensdo dos impactos
ambientais e sociais. O derramamento causou danos a vida selvagem, areas costeiras e
manguezais. Para investigar o acidente, agéncias reguladoras e militares formaram uma forga-
tarefa interdisciplinar para investigar seu desdobramento. A Marinha do Brasil e a Policia
Federal coletaram animais mortos como provas criminais relacionadas ao derramamento de
petrdleo, enquanto o Servigo de Inspe¢do Federal do Brasil coletou amostras de pescado
provenientes das regides afetadas (BRASIL, 2019; DE MELO et al., 2022a).

Virias técnicas analiticas que tém sido usadas para mensurar HPAs em pescado, a
cromatografia liquida acoplada & espectrometria de massas em modo fandem com fonte de
ionizacdo quimica a pressdao atmosférica (LC-APCI-MS/MS) auxiliou com sucesso na
investigacao inicial do desastre brasileiro de 2019 (DE MELO et al., 2022b). Além da deteccao
especifica fornecida pela espectrometria de massas, os procedimentos de preparo de amostra
também sdo cruciais para a obtengdo de muitos parametros de mérito durante a validagao
analitica. Atualmente, técnicas classicas como Soxhlet ainda sdo utilizadas para extracao de
HPAs em alimentos (SUN et al., 2020). Esses procedimentos de extracdo geralmente levam
muito tempo para serem executados, requerem grandes volumes de solventes organicos e etapas
adicionais para limpeza. Técnicas mais sofisticadas, como QuEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, and Safe) e extragao em fase solida (SPE), micro-extragdo em fase sélida
(SPME) e extracao liquido-liquido (LLE) tém sido usadas como métodos padrao para a extragao
de HPAs de matrizes alimentares (DE MELO et al., 2022a; NAGHASHAN et al., 2023). Esses

procedimentos de preparo de amostras, combinados com a detec¢do por espectrometria de
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massas, aumentaram o desempenho analitico dos métodos de controle de HPAs, atingindo
limites de detecgdio inferiores a 1 pg kg™' (AOAC Official Method 2014.08; FDA method C-
002.01). Portanto, os recentes avangos nas técnicas de extracao levaram o campo da Metrologia
Quimica moderna a inovacao quimica e grande progresso, como evidenciado por inimeras
publicagdes de alto impacto na literatura cientifica (DE MELO et al., 2022a).

A extracdo dispersiva guiada energizada (EDGE) ¢ uma técnica avancada que combina
extracdo por liquido pressurizado (PLE) e extracdo em fase solida dispersiva (d-SPE) para
melhorar o desempenho analitico. O processo de extragdo para preparacdo da amostra
(incluindo filtragdo, resfriamento e lavagem) ¢ mais rapido do que outros extratores por liquido
pressurizado (KINROSS et al., 2020). A transferéncia de massa eficaz, a capacidade de limpeza
do extrato e a tecnologia moderna tem expandido o escopo de aplicacdes, trazendo inovacao
quimica a diversos métodos analiticos. No entanto, os estudos que aplicaram EDGE no campo
da analise de alimentos ainda sdo escassos (ANDREAS et al., 2021; DIAZ-GALIANO et al.,
2021; HOFF et al., 2020).

Devido ao seu papel fundamental na segurancga dos alimentos, a analise de risco tem
experimentado um aumento de popularidade entre os governos e empresas privadas. A analise
de risco utiliza modelos matematicos que apoiam objetivamente a tomada de decisdo e otimiza
o controle do processo, absorvendo sua incerteza e variabilidade (FEIJO et al., 2013). A analise
de risco auxilia na defini¢do de metas e estratégias de controle sistematico € monitoramento nas
avaliacdes de conformidade necessarias para a seguranca alimentar. A avaliagdo de risco, um
dos componentes da andlise de risco, tem como objetivo fornecer aos gestores de risco dados
cientificos colaborativos e multidisciplinares que esclarecam a natureza e a extensao do risco.
A avaliacao de risco também auxilia nas agdes de mitigacao, controle e prevencao da seguranga
alimentar, incluindo limites regulatorios e medi¢des laboratoriais (WHO; FAO, 2006). O fator
de equivaléncia toxica (TEF) ¢ uma abordagem possivel de avaliagdo de risco que tem sido
aplicada a ocorréncia de HPAs em alimentos, como carne, aves, peixes, suco de frutas e
alimentos infantis, bem como em varios desastres de derramamento de petroleo (FDA, 2010;
KHALILI et al., 2023; MAGALHAES et al., 2022; MASSONE et al., 2021; MOAZZEN et al.,
2022; NAGHASHAN et al., 2023). No entanto, a margem de exposicdo (MOE) tem sido
considerada a abordagem mais apropriada para a avaliagdo de risco na exposi¢ao dietética a
PAH (EFSA, 2008).

Em derramamentos de petroleo, a demanda por medi¢cdes de HPAs geralmente
aumenta, exigindo um rapido tempo de resposta para obter resultados analiticos. Além disso,

pequenas quantidades recorrentes de petroleo bruto podem atingir a costa por muitos anos apos
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um derramamento de 6leo (MAGALHAES et al., 2022). Portanto, é crucial que os laboratorios
de controle empreguem métodos modernos e reprodutiveis para atender a esses requisitos.
Este estudo teve como objetivo o desenvolver um método avancado EDGE para
quantificagdo de HPAs por LC-APCI-MS/MS para consolidar o primeiro monitoramento
oficial brasileiro de pescado. Para avaliar o risco da exposi¢ao dietética para a saide dos
consumidores de pescado, foram empregados o modelo deterministico de exposi¢do dietética
cronica e a abordagem da margem de exposi¢do. Além disso, diversas amostras de o6rgaos e
tecidos de animais mortos coletadas como prova criminal do desastre brasileiro com

derramamento de petrdleo ocorrido em 2019 foram analisadas.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 PADROES E REAGENTES

Toda 4gua utilizada foi de grau ultrapuro, fornecida pelo sistema de purificagao Milli-
Q® Integral Millipore (Molsheim, Franca). A acetonitrila de grau LC-MS foi adquirida da JT
Baker Chemical Co. (Phillipsburg, EUA).

O mix de padrdes de HPAs (CRM47940) foi adquirido da Sigma-Aldrich (Saint Louis,
EUA), sendo constituido de 10 mg L' de benzo[a]antraceno (B[a]A), criseno (Cri),
benzo[b]fluoranteno (B[b]F), benzo[k]fluoranteno (B[k]F), benzo[a]pireno (B[a]P),
dibenzo[a,h]antraceco (DB[a,n]A), benzo[ghi]perileno (B[ghi]P) e indeno[1,2,3-cd]pireno
(I[cd]P) em acetonitrila. Padrdo interno criseno-di> foi adquirido da Toronto Research
Chemicals (Ontario, Canada). As solu¢des-padrao de trabalho foram preparadas em acetonitrila
contendo 100 pg L' dos HPAs e 800 pg L' do criseno-di>. As solugdes foram armazenadas

sob refrigeragdo a -20 °C.

2.2 AMOSTRAS

No total 262 amostras de pescado e material biologico foram analisadas. Amostras de
peixes (n = 183), camardes (n = 53) e lagostas (n = 2) foram coletadas entre agosto de 2021 e
setembro de 2022 em estabelecimentos produtores de pescado sob fiscalizagdo do SIF
provenientes de toda extensdo do litoral brasileiro. Para o monitoramento oficial, a amostragem
aleatoria seguiu o modelo estatistico de distribuicdo binomial. Amostras de 6rgaos e tecidos de
animais mortos encontrados nas regides atingidas pelo derramamento de petréleo foram

coletadas pela Policia Federal e Marinha do Brasil para analise forense. Foram analisados
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passaros (figado n = 3; pena n =1; estdbmago n = 1), golfinhos (figado n = 4; pele n = 1; coagulo
hepético n = 1), cagados (figado n = 3) e tartarugas (figado n = 6; rim n = 4).

Para o preparo das amostras de pescado, apenas por¢des de musculo foram usadas.
Para o preparo das amostras de orgdos e tecidos de animais mortos, todo o conteudo foi
utilizado. As amostras foram homogeneizadas em um processador de alimentos e
acondicionadas em embalagens de aluminio com tampa de papel laminado. Foram mantidas

sob refrigeragdo entre -20 e -10 °C até a analise.

23 EXTRACAO DISPERSIVA GUIADA ENERGIZADA (EDGE)

Um instrumento EDGE® fornecido por CEM Corporation (Matthews, EUA) foi usado
para o método de extracdo dos analitos (Figura 1). As amostras foram pesadas (2,0 + 0,1 g)
diretamente em tubos de polipropileno de 50 mL. Foram adicionados o padrdo interno (20 pg
kg!) e 2 g do sorbente Q-Matrix Hydra® (CEM Corporation, EUA). Todo o contetido foi
homogeneizado no tubo com o auxilio de uma espatula. A mistura foi entdo transferida para
uma célula de extragdo cilindrica de aluminio (Q-Cup®, CEM Corporation, Matthews, EUA)
com duas membranas filtrantes. O Q-Disc® C9 (celulose com 40 um de porosidade) foi

colocado abaixo do M2 (politetrafluoretileno com 0,22 um de porosidade).
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Figura 1 — Etapas do método de extracdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) em pescado utilizando extragdo dispersiva guiada energizada
(EDGE) e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em modo fandem com fonte de ionizagdo quimica a pressdo atmosférica (LC-APCI-
MS/MS).

| Etapa I | Pesagem das amostras e fortificacdo com padrio interno | Etapa IV | Andlise LC-APCI-MS/MS

=3
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|Etapa I1| Extracio dispersiva guiada energizada (EDGE)
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|Etapa 11T | Concentracio do extrato e ressuspensio
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Transferénciado
Ressuspensio doresiduo  sobrenadante paraum
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Transferéncia do

ACN: Acetonitrila. C9: Celulose com 40 um de porosidade. M2: Politetrafluoretileno com 0,22 pm de porosidade. LC-APCI-MS/MS: Cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em modo fandem com fonte de ionizacdo quimica a pressdo atmosférica. B[a]A: Benzo[a]antraceno. B[b]F:
Benzo[b]fluoranteno. B[k]F: Benzo[k]fluoranteno. B[a]P: Benzo[a]pireno. B[ghi]P: Benzo[ghi]perileno. Cri: Criseno. D[a,h]A: Dibenzo[a,h]antraceno. I[cd]P:
Indeno[1,2,3-cd]pireno.
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O solvente de extracdo (acetonitrila) foi impulsionado pela parte inferior (10 mL) e
pulverizado na parte superior (25 mL) de cada célula de extracdo. A temperatura de extracdo e
a pressao foram definidos em 70 °C e 35 psi, respectivamente. A célula de extragcdo foi mantida
nessas condigdes durante 3 min. Em seguida, todo o extrato foi evaporado em banho-maria (40
°C), sob fluxo de nitrogénio. O residuo seco resultante foi ressuspendido com 0,5 mL de
acetonitrila e transferido para microtubo de polipropileno de capacidade 1,5 mL. Finalmente,
os microtubos foram submetidos a ultracentrifugacdo a 17.300-g por 10 min a 4 °C. Uma
aliquota da solugao resultante foi transferida para um vial e analisado em sistema LC-APCI-

MS/MS (Figura 1).

2.4 ANALISES POR LC-APCI-MS/MS

Dois espectrometros de massa hibridos do tipo triplo quadrupolo-linear com armadilha
de ions QTrap 5500 da Sciex (Framingham, EUA) foram usados para a analise de HPAs. A
fonte de ionizagdo quimica a pressao atmosférica (APCI) operando em modo positivo foi usada
em ambos instrumentos. Foi usado o modo de monitoramento de reagdo selecionada (SRM)
com, pelo menos, um ion precursor e dois ions produto de fragmentagcdo monitorados para cada
analito. Os espectrometros foram acoplados aos sistemas de cromatografia liquida 1290 Infinity
da Agilent Technologies Deutschland GmbH & Co. KG (Waldbronn, Alemanha) e ExionL.C
da Sciex (Framingham, EUA). Os parametros da fonte APCI foram: 3 pA (corrente aplicada a
agulha corona), 600 °C (temperatura), 20 psi (gas de cortina) e 60 psi (gas de nebuliza¢do). O
capilar foi ajustado a uma distancia de 3,5 mm do orificio de entrada da fonte APCI. Os

parametros de SRM estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1 — Parametros do monitoramento de reagdo selecionada (SRM) para analise de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) em pescado por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em modo fandem com fonte de ionizacdo quimica a pressao atmosférica (LC-APCI-MS/MS).

Transicido de

Transicao de

Analitos Numero fon precursor quantificacdo confirmacdo DP (V) CE (V)
(abreviacao) CAS (APCI', m/f7) (Q, m/z) (C. m/z) Q/C/C Q/C/C
226,0
Benzog’]arfaceno 56-55-3 228.1 228.0 106/106/141 45/55/55
(B[a]A) 2271
Criseno 2271
o 218-01-9 2281 226,0 106/106/141 45/55/55
(Cri) 228.0
Benzo[b]fluoranteno 205-99-2 252,1 248.0 2200 150/150/150 89/57/77
B[b]F
(B[b]F) 224,1
Benzo[#]flvoranteno 207-08-9 252,1 248,0 2200 150/150/150 89/57/77
B[K|F
(B[]F) 224,1
Benzoa]pireno 50-32-8 2529 250,1 2480 161/161/161 73/101/93
B[a]P
(B[a]P) 2242
leerl(g)l[;?:l]h?rg;aceno 53-70-3 2792 275.9 262.9 151/151 60/60
. 2740
Be“Z‘ggh}’l]P}fnleno 191-24-2 2772 272,0 141/236/246 111/81/47
( [ghi] ) 276,0
. 2740
Indenof 11’2’3 'lﬁd]p“eno 193-39-5 2772 2720 141/236/246 111/81/47
(I[cd]P) 276,0
Criseno-di»
(Crida) 1719-03-5 240,0 236,1 226 10 59

EP: Potencial de entrada =10 V. APCI": Tonizag¢do quimica a pressdo atmosférica operando em modo de ionizagdo positivo. DP: Potencial na fonte. CE: Energia
de colisdo. Q/C/C: Quantificagdo/Confirmagdo/Confirmagao. Fonte: Adaptado de Melo et al. (2022b).
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A cromatografia liquida em fase reversa empregou a fase estacionaria Zorbax Eclipse
PAH Rapid Resolution HT (2,1 x 100 mm, 1,8 um, 95 A) (Agilent Technologies, Inc., Santa
Clara, EUA), mantida a 25 °C. Agua (A) e acetonitrila (B) foram usadas como fases méveis,
empregando gradiente de elui¢do do seguinte modo: 85% de B (0 — 1,0 min); 100% de B (1,0
— 11,5 min); 85% de B (11,5 — 12,0 min) e 4,0 min para auto equilibrio do sistema. O fluxo e o
volume de injecio foram definidos como 250 pL min! e 10 uL, respectivamente. Os softwares
Analyst® 1.7 HotFix 3 e MultiQuant™ 3.0 (Sciex, Framingham, EUA) foram utilizados para

o controle do sistema e analise dos dados, respectivamente.

2.5 AVALIACAO DA PERFORMANCE DO METODO

A performance do método foi avaliada de acordo com as orientagdes do manual do
Ministério da Agricultura e Pecudria (BRASIL, 2011) e Regulamento de Execugdo (EU)
2021/808 da Unido Europeia (EU, 2021) em termos de seletividade, faixa de trabalho, efeito de
matriz, precisdo (repetibilidade e reprodutibilidade interna), exatidao (taxa de recuperagdo e
veracidade), sensibilidade em termos de limites de detec¢do (LOD) e quantificagdo (LOQ) e
limite de decisdo (CC.,).

A seletividade foi verificada pela analise de amostras brancas (peixes), visando avaliar
os possiveis interferentes endogenos e exodgenos das matrizes, contaminagdes entre corridas e
perfil de fragmentacdo dos analitos. Os resultados foram avaliados pela presenga de picos
interferentes em torno dos tempos de retengdo dos analitos. Os cromatogramas de amostras
brancas foram comparados antes e apds serem fortificadas na concentragdo correspondente ao
ponto central (5 ug kg') da curva de calibragio para cada analito.

As faixas de trabalho foram avaliadas através do preparo de curvas de calibragao em
matriz branca com padronizagdo interna (criseno-di> em 20 pg kg ') na faixa de 5,00 a 20,0 pg
kg !, exceto para B[a]P, cuja faixa variou de 1,25 a 20,0 pg kg!. Todas as curvas foram
preparadas em triplicata.

A supressao ou aumento do sinal analitico na presenca da matriz foi avaliada a partir de
trés tipos de curvas de calibracdo preparadas em triplicata: (I) padrdo em solvente; (II) matriz
branca; (III) extrato de matriz branca fortificada com padrdo ap6s o procedimento de extragdo.
O efeito de matriz (%) e a taxa de recuperacao (%) do procedimento de extracdo foram
estimadas de acordo com Matuszewski et al. (2003).

A precisdo (repetibilidade e reprodutibilidade interna) e a taxa de recuperagdo foram

determinadas a partir da andlise de seis réplicas de matriz branca fortificada em diferentes
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concentragdes dos analitos. Para todos os analitos, exceto B[a]P, os niveis de fortificagcdo foram
1,25;2,5; 5,00; 7,50 e 10,0 ug kg™'. Para B[a]P, os niveis de fortificagdo 1,25; 2,5; 5,00; 7,50
e 10,0 ng kg!. Os resultados quantitativos de HPAs foram obtidos por interpola¢io dos sinais
analiticos em curvas de calibragdo preparadas em matriz no mesmo dia do experimento. O
critério de aceitabilidade para a taxa de recuperagdo foi de 70 — 120% e para a precisao o
coeficiente de variacdo (CV) < 30%.

A sensibilidade em termos de LOD foi estabelecido como o mais baixo nivel de
fortificacdo detectado com reprodutibilidade aceitavel (CV < 30%). O LOQ foi estabelecido
como o mais baixo nivel de fortificagdo quantificado com recuperacao aceitavel (70 — 120 %)
e veracidade (CV < 30%). Cada CCa foi obtido pela multiplicagdo do desvio-padrao da média
das concentragdes dos analitos nas amostras fortificadas ¢ na amostra de referéncia pelo fator
1,64, ponderado na média global. Esse parametro foi calculado para o nivel de fortificagcdo de
5,00 pg kg ! para todos os analitos, exceto B[a]P, que foi 2,50 pg kg !. Os valores de CCa
também foram estimados para os niveis de preocupacio estabelecidos (6,0 ug kg! para peixes
e 18,0 ug kg ! para crustaceos) (BRASIL, 2019) com o objetivo de aumentar a confiabilidade
na tomada de decisdo.

A performance do método aplicado a matrizes biologicas foi avaliada em termos de
seletividade conforme descrito acima. Além disso, o efeito de matriz e a recuperacdo foram
avaliados de acordo com Matuszewski et al. (2003). A veracidade foi avaliada utilizando uma
amostra de material de referéncia certificado (CRM) fornecido pela FAPAS (Proficiency testing
from Fera Science, Londres, Reino Unido). O CRM consistia aproximadamente 50 g de peixe
defumado (niimero do item 0693, cddigo do produto FCCE2-SEA»s) com os seguintes valores
designados e respectivos desvios-alvo: 33 + 7 ug kg ! (B[a]A), 34 =7 ng kg (Cri), 18 £4 pg
kg ! (B[b]F), 10 =2 pg kg ! (B[a]P), 5+ 1 pg kg ! (B[ghi]P) e 98 + 21 pg kg ' (4HPAs). O z-
score foi calculado para cada HPA contido no CRM. A performance do método foi considerada

satisfatoria quando valores de z-score < |2,0).

2.6 AVALIACAO DE RISCO

Estatisticas paramétricas e ndo paramétricas foram utilizadas no pré-tratamento dos
dados. Foram aplicados teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov (p < 0,05) e estatistica
basica (média, mediana, desvio padrdo, variagdo e percentil). O modelo deterministico de
exposi¢ao alimentar cronica e a abordagem da margem de exposi¢cdo (MOE) foram utilizados

para a avaliacdo de risco para consumidores de peixe, camardo e lagosta de ambos os sexos. Os
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consumidores foram estratificados nas cinco regides do Brasil (Norte, Nordeste, Centro-Oeste,
Sudeste e Sul).

A equagdo 1 foi usada para estimar a exposicdo dietética em trés cenarios diferentes
cenarios. No primeiro cenario, foram consideradas as concentragdes médias encontradas
experimentalmente de B[a]P, 4HPAs e 8HPAs. No cendrio hipotético de “pior caso” (cenario
2), as concentracdes mais altas quantificadas experimentalmente de B[a]P, 4HPAs e 8HPAs
foram utilizadas para calculo. Quando as concentracdes do analito foram inferiores ao
respectivo LOQ, os valores do LOQ foram divididos pela metade: 2,50 pg kg™! (B[a]A, Chry,
B[b]F, B[k]F, DB[a,h]A, B[ghi] P e I[cd]P) e 0,62 ng kg ' (B[a]P). No terceiro cenério, o risco
foi avaliado nos niveis de preocupagao estabelecidos para B[a]P pela Agéncia Nacional de
Saude: 6,0 pg kg ! para peixes e 18,0 ug kg! para outros tipos de pescado (BRASIL, 2010).
Os dados de consumo diario (kg) e peso corporal da populagdo (kg) foram obtidos no Instituto

Brasileiro de Geografia e Estatistica (Tabela 2) (IBGE, 2020a, 2020b).

Exposi¢do dietética estimada (mgkg™') =

Concentracio do HPA (mgkg™!) X consumo médio diario (kg)

(1)

Massa corporal média da populacao (kg)

Tabela 2 — Valores médios para consumo diario de pescado (kg) e massa corporal (kg) da populagdo
brasileira, estratificados por regides do Brasil (Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul) e sexo
(feminino e masculino).

Consumo médio diario Massa corporal
de pescado (kg)* média (kg)®
Estratificacao
) ) Sexo Sexo
Peixe  Outros tipos de pescado o .
feminino masculino
. Norte 0,0450 0,0012
o]
= Nordeste 0,0190 0,0007
=
on
°§n Centro-Oeste 0,0092 0,0000 66 76
s Sudeste 0,0061 0,0002
on
]
= Sul 0,0074 0,0002

. Dados extraidos de inquéritos recordatorios registrados durante dois dias ndo consecutivos (n =
38.854) (IBGE, 2020a). °: Dados extraidos de questiondrios antropométricos respondidos por
individuos do sexo feminino (n = 89.180) e masculino (r = 79.247) com idade > 15 anos (IBGE,
2020b).

Os valores estimados da exposi¢do dietética foram aplicados na abordagem MOE

(Equacao 2). De acordo com a European Food Safety (EFSA, 2008), Valores de MOE proximos
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ou inferiores a 10.000 indicam potencial preocupagao a saude publica. Por outro lado, valores
de MOE maiores ou iguais a 10.000 indicam baixa preocupagdo a saude publica. Foram
considerados os seguintes valores de referéncia para um aumento de 10% da incidéncia de
tumores em animais, com 95% de probabilidade de acerto (BMDL¢): 0,07 mg kg ! de peso
corporal por dia para B[a]P, 0,34 mg kg de peso corporal por dia para 4HPAs e 0,49 mg kg™
peso corporal por dia para SHPAs (EFSA, 2008).

BMDL,, (mg kg~ massa corporal por dia)

Margem de exposicdo (MOE) = (2)

Exposicdo dietética estimada (mg kg=1)

Onde BMDLo: Dose mais baixa (de referéncia) que aumentou em 10% a incidéncia

de cancer em animais, com 95% probabilidade de acerto.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EXTRACAO DISPERSIVA GUIADA ENERGIZADA (EDGE)

Com o uso do sistema automatizado EDGE foi possivel extrair oito HPAs de um amplo
escopo de matrizes (peixes, peixe defumado, crustaceos, 6rgaos e tecidos de animais), dentro
de uma faixa de medi¢do (1,25 ng kg ' — 39,4 mg kg!). Apds o desastre com derramamento de
petroleo, os desdobramentos das agdes regulatorias investigativas demandaram o aumento da
frequéncia analitica e da reprodutibilidade do método inicialmente desenvolvido por de Melo
etal. (2022b). O novo método de extracao teve como objetivo superar as limitagdes previamente
reportadas, como a restricdo do uso de solventes e reagentes, baixa frequéncia analitica e
elevada incerteza (14%, k = 2,00) no procedimento de dispensar o volume do solvente de
extracdo (MOLOGNONI et al., 2020; HOFF et al., 2020). Com o EDGE foi possivel utilizar
maior propor¢do de acetonitrila para favorecer a extracdo de compostos hidrofobicos, como os
HPAs. Nesse sentido, a automatizacao proporcionada pelo instrumento de extracdo, especifico
para uso laboratorial, tornou desnecessario testar diferentes propor¢des de agua e acetonitrila,
por ser mais resistente a danos quimicos do que a maquina de capsula de café espresso utilizada
para extrair HPAs em nosso estudo anterior (De Melo et al., 2022b).

Cada extracdo EDGE levou apenas 3,5 min, incluindo o tempo de operacao do auto-
amostrador. Como a capacidade do instrumento ¢ de 12 pontos por batelada de extragdo, o
tempo total da operacdo foi pouco mais de uma hora. A reprodutibilidade conferida pela

automacao ao procedimento analitico viabilizou o aumento do niimero de replicatas por amostra
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(n > 3), diminuindo os erros randomicos (CV < 5%). A automacao do sistema EDGE também
reduziu a propagacao de erros grosseiros em relagao a outros métodos de extragdo manuais. A
incerteza relativa do procedimento de dispensar o solvente de extragdo para volumes de 30 mL
foi de 1%. A otimizacdo do tempo de residéncia do solvente durante a extracdo (3 min),
proporcionou efetiva transferéncia de massa (analito - solvente), cujas taxas de recuperacao
variaram de 86 a 118%. O agente dispersor (Q-Matrix Hydra) promoveu a limpeza do extrato,
removendo boa parte da carga matricial co-extraida. Nenhuma etapa adicional de limpeza do
extrato foi necessaria. Finalmente, a analise da amostra de referéncia de peixe fumado conduziu
a uma recuperagdo de 103% para 4HPAs. Portanto, este método foi desenvolvido e validado
com sucesso, apresentando bom desempenho mesmo para os resultados de B[a]A, Cri, B[b]F e

B[a]P, aos quais esté relacionada a propagagao da soma dos erros (Tabela 3).
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Tabela 3 — Resultados analiticos de um material de referéncia (peixe defumado) submetido a quantificacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs)
por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em modo tandem com fonte de ionizagdo quimica a pressdo atmosférica (LC-APCI-MS/MS).

Desvio padrao

Analito Valor alvo  Desvio padrao alvo Meédia experimental® experimental Repetibilidade —score® Taxa de
(abreviacio) (ng kg™ (ng kg™ (ug kg™ ?ug k) (CV, %,n=3) *° recuperacio (%)
Benzo[a]antraceno
33 7 36,9 0,7 2 0,6 113
(Bla]A)
Criseno 34 7 21,5 0,2 1 1,7 63
(Cri) > > ,
Benzo[b]fluoranteno
18 4 20 3 17 0,6 114
(B[P]F)
Benzo[a]pireno
10 2 11,4 0,5 4 0,5 111
(B[a]P)
Benzo[ghi]perileno
; 5 1 5,1 0,2 4 0,4 108
(Blghi]P)
4HPAs 98 21 99 — 3 0,1 103

CV,: Coeficiente de variagio para repetibilidade. HPAs: Some de benzo[a]antraceno, criseno, benzo[b]fluoranteno e benzo[a]pireno. *: n = 3. °: Valores
satisfatorios z-score < |2,0.
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3.2 ANALISE POR LC-APCI-MS/MS

A melhora da separacao de B[a]A, Cri, B[b]F, B[k]F, B[a]P, DB[a,h]A, B[ghi]P, ¢
I[cd]P foi proporcionada pela cromatografia liquida em fase reversa. O novo gradiente de
eluicdo, com maior propor¢ao de solvente organico (Item 2.4), associado a redugao do fluxo
para 250 pL min~!, aumentou a resolugdo dos picos (Figura 2). O fator de separacio dos
isomeros B[a]A e Cri, B[b]F e B[k]F, B[k]F e B[a]P, e B[ghi]P ¢ I[cd]P aumentou em 20%.
Essas melhorias também facilitaram o processamento dos cromatogramas, permitindo a
utilizacao de integracao automatica, o que antes nao era possivel. As etapas de co-cromatografia
para confirmar os resultados de B[a]A (LOQ = 5,0 pg kg™') ndo foram mais necessarias. O
tempo de retengdo relativo de B[a]A na presenca de interferentes de matriz foi 30% maior,
aumentando a seletividade do novo método LC-APCI-MS/MS.

Por outro lado, a reducao do fluxo ndo afetou a ionizagao na fonte APCI. Kolakowski
et al. (2004) estudaram a performance da ionizagdo APCI de HPAs com diferentes solventes na
fase movel. A acetonitrila proporcionou a maior capacidade de ionizagdo por transferéncia de
prétons, seguida de suas solugdes preparadas em baixa propor¢do aquosa. O sinal analitico
permaneceu intenso mesmo com as condi¢des previamente otimizadas definidas para APCI. A
ionizacdo dos analitos permaneceu robusta, mesmo apds as alteracdes dos parametros
cromatograficos definidos para o novo método. Como o SRM ndo trouxe nenhuma melhoria a
analise dos HPAs, as configuragdes da espectrometria de massa ndo precisaram de nenhuma
alteragdo. Portanto, concluiu-se que a cromatografia liquida foi fundamental para garantir a

seletividade do método.
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Figura 2 — Cromatograma obtido por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em
modo fandem com fonte de ionizagdo quimica a pressao atmosférica (LC-APCI-MS/MS) de uma
amostra de peixe fortificada com hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) em 5,00 ug kg ™!, onde
a parte A corresponde a extracdo dos analitos usando o método descrito por de Melo et al. (2022b) ¢ a
parte B corresponde a extragdo dispersiva guiada energizada (EDGE).
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33  AVALIACAO DA PERFORMANCE DO METODO

A auséncia de interferentes nos tempos de retencdo dos analitos e do padrdo interno
(Figura 3) confirmou a seletividade do método. O tempo de auto equilibrio do sistema de 5 min
foi suficiente para garantir a limpeza do sistema entre as corridas.

A calibracdo em matriz foi usada para a quantificagdo dos HPAs, pois o efeito de
matriz levou a supressao de ions que produziu erros relativos superiores a 20% para todos os
analitos. A calibragdo em matriz com padronizacdo interna foi linear nas faixas de trabalho
definidas para a valida¢do do método, produzindo coeficientes de regressio médios (R?, n = 3)
superiores a 0,96. Este era um achado ja esperado, uma vez que a ionizagdo APCI é menos
suscetivel a erros sistematicos produzidos por compostos co-extraidos da matriz (FUREY et
al., 2013).

Mesmo sendo aplicado a matrizes complexas, o método LC-APCI-MS/MS se mostrou
adequado para quantificar isdmeros em baixas concentragdes (ug kg '), o que foi confirmado
pela precisdo e exatidao satisfatorias. A repetibilidade (CV,) e reprodutibilidade interna (CVx;)
do método foram satisfatdrias, com valores de CV < 30% (Tabela 4). As taxas de recuperagdo
ficaram de acordo com critérios de aceitabilidade de 70 — 120%, exceto para B[a]A (128%),
Cri (122%) e DBJa,h]A (126%). No entanto, como os resultados da analise da amostra de
referéncia de peixe defumado foram satisfatorios para todos os analitos (z-score <|2,0]), as taxas

de recuperagdo foram consideradas adequadas.
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Figura 3 — Cromatograma obtido por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em
modo tandem com fonte de ionizagdo quimica a pressao atmosférica (LC-APCI-MS/MS) de uma
amostra de peixe fortificada com hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) em 5,00 pg kg™!, onde
a parte A corresponde a uma amostra branca de peixe e a parte B corresponde a uma amostra branca de
peixe fortificada com HPAs (5,00 pg kg ™).
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Tabela 4 — Performance de validagdo do método de extragdo dispersiva guiada energizada (EDGE) e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
em modo fandem com fonte de ioniza¢do quimica a pressdo atmosférica (LC-APCI-MS/MS) de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) em amostras
de pescado.

Analito Nivel de fortificacao Repetibilidade Reprodutibilidade Taxa de recuperacio CC,
(abreviacio) (ug kg (CV,, %) interna (CV,,%) (%) (ug kg
B ¢ 5,00 20 113
enzc()}[sa[]aa]rz r)aceno 7.50 6 24 128 7.1
10,0 5 112
Cri 5,00 20 122
riseno 7.50 13 26 95 7,6
(Cri)
10,0 14 79
B il 5,00 7 97
enzo[b]fluoranteno 7.50 5 16 94 6,3
(B[b]F)
10,0 6 94
S 5,00 20 112
enzo[ k]|fluoranteno 7.50 14 23 104 7,1
(BIATF)
10,0 9 97
1,25 16 114
B , 2,50 13 101
enzo[a]pireno 5.00 9 25 94 2.9
(B[a]P)
7,50 10 96
10,0 9 88
Dibenzo[a,ilant 5,00 19 126
ibenzo[a,i]antraceno
(DB[4,h]A) 7,50 6 28 103 7,8
10,0 9 95
B nilperil 5,00 10 107
6“2(05 }’l]iﬁ’gl eno 7,50 9 12 94 6.8
& 10,0 3 77
Indeno[1,2,3 i %00 19 o
ndeno|[1,2,3-cd]pireno 7.50 11 14 91 7,2
(I[cd]P)
10,0 4 83

CV.,: Coeficiente de variac@o para repetibilidade. CV.;: Coeficiente de variacao para reprodutibilidade interna. CC,: Limite de decisdo, calculado em 5,00 ng kg
! para todos os analitos, exceto B[a]P, que foi 2,50 pg kg ™.
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A sensibilidade do método foi satisfatdria ao proposito, com LODs que variaram de 0,90
a 1,25 ug kg'! e LOQs entre 1,25 e 5,00 pug kg!'. Para B[a], reconhecido pela IARC como
carcinogénico para humanos, os limites foram ainda mais baixos para este novo método (LOD
=0,90 ng kg! e LOQ = 1,25 pg kg™'). Os valores de CC, ficaram entre 2,9 ¢ 7,8 ug kg™'.
Considerando os niveis de preocupagdo definidos pela agéncia regulatéria de saude brasileira
(ANVISA) apés o desastre (BRASIL, 2019) para B[a]P em amostras de peixe (6,0 ug kg'!) e
crustaceos (18,0 pg kg!), uma amostra sera considerada ndo conforme se a concentragio de
B[a]P quantificada pelo novo método for superior a 7,0 pg kg™! (peixes) ou 20,9 pg kg

(crustaceos).

34 PRIMEIRO MONITORAMENTO OFICIAL BRASILEIRO DE HPAS EM
PESCADO

O novo método EDGE-LC-APCI-MS/MS foi aplicado a 238 amostras coletadas pelo
primeiro programa oficial brasileiro de monitoramento de HPAs em pescado baseado em risco
(Tabela 5). A faixa de concentragdo de HPAs compreendeu valores de até 69,3 ug kg '. Pelo
menos um HPA foi quantificado em 15% das amostras (n = 37), com exce¢do dos compostos
I[cd]P e B[ghi]P, que ndo foram quantificados em nenhuma amostra. O composto carcinogénico
B[a]P estava presente em apenas 4% das amostras (n = 9), em concentragdes entre <LOQ a
42,7 ng kg'. Os HPAs classificados pela TARC (2010, 2018) como provavelmente
carcinogénicos também foram quantificados, em concentra¢des entre <LOQ a 69,3 pgkg ! para
o B[a]A (6%, n = 15); de <LOQ a 15,7 ug kg ™! para o B[h]F (4%, n =9) e de <LOQ a 24.6 nug
kg ! para o Cri (4%, n = 9). O composto B[k]F, classificado pela IARC como possivelmente
carcinogénico, foi também quantificado em 6% das amostras (n = 15), com concentragdes que

variaram de <LOQ até 13,8 ug kg .

Tabela 5 — Faixa de concentra¢do de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (ug kg™') em amostras de
pescado pelo Servigo de Inspegdo Federal do Brasil (SIF) em toda a costa brasileira.

Analito Peixe Camario Lagosta
(abreviacio) (n=183; ng kg™ (n=53;pgkg’)  (n=2;5pgkg’)
Benzo[a]antraceno <
LOQ - 69,3 <LOQ -28,9 <LO
(B[alA) Q Q Q
Criseno
(Cri) <LOQ -24,6 <LOQ-5,77 <LOQ
Benzo[b]fluoranteno <LOQ-157 <LOQ-167 <LOQ

(B[O]F)
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Analito Peixe Camarao Lagosta
(abreviacio) (n=183; ng kg™) (n=53; pgkg™) (n=2; pg kg™
Benzo[(lg[fil]lg;anteno <LOQ- 13,8 <LOQ-9,65 <LOQ
Benfg[[z]][;i)reno <LOQ - 42,7 <LOQ -42,0 <LOQ
Diben(%)]ga[,i]hearllir)aceno <LOQ-13,5 <LOQ-125 <LOQ
Benzolg‘g[{gl]}]agrileno <L0Q <LOQ <LOQ
Indeno[ gl,[zgj]—ggi]pireno <LOQ <LOQ <LOQ
AHPAs <LOQ - 117 <LOQ-50,2 <LOQ
8HPAs <LOQ- 138 <LOQ-71.2 <LOQ

4HPAs: Soma de benzo[a]antraceno, criseno, benzo[b]fluoranteno e benzo[a]pireno. 8HPAs: Soma de
benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno, benzo[b]fluoranteno, benzo[ghi]perileno, benzo[k]fluoranteno,
criseno, dibenzo[a,A]antraceno e indeno[1,2,3-cd|pireno. LOQ: Limite de quantificagdo, onde
benzo[a]antraceno,  benzo[b]fluoranteno,  benzo[ghi]perileno, benzo[k]fluoranteno,  criseno,
dibenzo[a, h]antraceno e indeno[1,2,3-cd]pireno = 5,00 ug kg!; benzo[a]pireno = 1,25 ug kg ..

A taxa de amostras ndo conforme foi baixa (< 2%) em relagdo aos niveis de
preocupagcio estabelecidos pela ANVISA ap6s o desastre para B[a]P: 6 pg kg ! para peixes; 18
ug kg para moluscos e crustaceos (BRASIL, 2019). No entanto, a EFSA demonstrou que em
30% de aproximadamente 10.000 amostras de alimentos continham outros HPAs genotdxicos
e carcinogénicos, mesmo quando o B[a]P ndo foi quantificado (EFSA, 2008). Os conjuntos
4HPAs ou 8HPAs sdo os marcadores mais adequados de contaminag¢ao de alimentos com HPAs
pois foram mensurados em 80% das amostras do estudo da EFSA. Em nosso estudo, a
concentragdo de 4HPAs em peixes foi de até 117 ug kg!, enquanto para SHPAs foi de até 138
ug kg''. As maiores concentragdes em peixes foram encontradas em amostras do estado do
Espirito Santo. A concentragiio de 4HPAs em camario e lagosta foi de até 50,2 ng kg ! enquanto
para 8HPAs foi de até 71,2 ug kg''. As maiores concentragdes em lagosta e camardo foram
encontradas em amostras do estado do Ceard. Os estados do Ceard e do Espirito Santo possuem
extensos litorais e, portanto, foram severamente impactados pelo desastre.

A extragdo e quantificacdo de HPAs atendeu a demanda de monitoramento de alto
rendimento imposta apos o derramamento de petréleo. O padrao de HPAs do monitoramento

oficial apresentou algumas diferencas em relagdo ao nosso estudo anterior (DE MELO et al.,
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2022b). A porcentagem de amostras em que foi quantificado pelo menos um HPA foi inferior
(15%) a das amostras de pescado colhidas logo apds o desastre de 2019 (43,6%). No entanto,
os resultados do monitoramento evidenciaram um maior nimero de amostras ndo conformes
(2%). Antes do monitoramento, pelo menos um HPA foi quantificado em 43,6% das amostras
(n =48), embora todas estivessem em conformidade com os niveis de preocupacao (DE MELO
et al., 2022b). Esses padroes diferenciados ja eram esperados, devido ao aumento do nimero
de amostras coletadas para monitoramento em relagdo ao inicio da investigagdo do
derramamento de petroleo (n = 139).

As amostras de monitoramento apresentaram padrdo de concentragdo de HPAs
semelhante ao encontrado por Magalhaes et al. (2022) quando 194 amostras de pescado foram
analisadas apds o mesmo desastre. Embora o escopo dos analitos naquela investigagdo fosse
mais amplo, a amostragem foi limitada a um Unico estado brasileiro (Pernambuco). A
amostragem do monitoramento oficial deste estudo abrangeu mais de 20 estados, superando tal
limitagdo. Nao obstante, Magalhdes et al. (2022) também concluiram que pescado local era
seguro para consumo, pois menos de 3% das amostras representavam um risco para a saude

humana.

3.5 AVALIACAO DE RISCO

Quando as concentragdes médias de B[a]P, 4HPAs e 8HPAs em peixes (0,92 ug kg !,
9,50 pg kg ! e 20 pg kg!, respectivamente) e outros tipos de pescado (4,23 pgkg!, 21 pgkg
"e 42 pg kg, respectivamente) foram consideradas, o risco foi de baixa preocupagdo a satde
dos consumidores de pescado no Brasil, com valores de MOE superiores a 10.000 (Tabela 6).
No cenario hipotético de “pior caso”, onde o risco foi avaliado sob condigdes extremas, foram
consideradas as concentragdes quantificadas mais altas de B[a]P, 4HPAs e S8HPAs em peixes
(42,7 ngkg!, 117 ngkg ' e 138 pg kg !, respectivamente) e outros tipos de pescado (42,0 ug
kg, 50,2 ugkg e 71,2 pgkg !, respectivamente). Nesse cendrio, a avaliagio de risco destacou
a potencial preocupagdo para os consumidores das regides Norte e Nordeste do Brasil, com
valores de MOE inferiores a 10.000. Esse fato foi associado ao elevado consumo de pescado
nessas regides (45 g dia ! e 19 g dia’!, respectivamente). Em outras regides brasileiras, onde o
consumo de pescado ¢ menor, os valores do MOE indicaram baixa preocupagdo a saude. No
terceiro cenario, quando considerados os niveis de preocupacgdo estabelecidos pelo governo
brasileiro (BRASIL, 2019), o risco também foi de baixa preocupagdo. O fato de ter sido

estabelecido um nivel de preocupagao para um tinico HPA (B[a]P) limitou este terceiro cenario.
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Além disso, ndo ¢ apropriado considerar o B[a]P como Unico marcador para avaliar a
contaminag¢do de alimentos com HPAs (EFSA, 2008).

Algumas limitagdes da abordagem de MOE ficaram evidentes neste estudo. Esta
abordagem baseia-se em dados demograficos atualizados sobre a populacao exposta ao risco,
que inclui o consumo de pescado, faixa etaria, sexo e peso corporal médio da populagdo. A
abordagem MOE considerou os resultados de HPAs de amostras recolhidas entre 2021 e 2022.
Assim, houve uma defasagem temporal, uma vez que os dados demograficos mais recentes se
referiam ao censo populacional de 2017 — 2018. Além disso, divergéncias na estratificagao
desses dados por faixa etdria impediram a estimativa do risco para criangas e idosos. Também
ndo existiam dados sobre o consumo de pescado por mulheres gravidas, o que também
comprometeu a avaliagdo de risco para subgrupos vulneraveis. Como estes subgrupos incluem
individuos mais suscetiveis a exposi¢do a substancias toéxicas, pode-se concluir que a
disponibilidade de dados demograficos coerentes € essencial para melhorar a avalia¢ao de risco

e, assim, promover uma protecao mais eficaz da satde publica.
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Tabela 6 — Valores de margem de exposi¢do (MOE) obtidos pela avali¢do de risco pela exposigdo dietética aos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) de
consumidores de pescado no Brasil, estratificado por sexo (feminino e masculino) e regides geograficas (Norte, Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste).

Peixe Outros tipos de pescado
MOE
Bla]P HPAs 8HPAs Bla]P 4HPAs 8HPAs Bla]P 4HPAs 8HPAs Bla]P 4HPASs 8HPASs
Sexo Feminino Masculino Feminino Masculino
i Norte 111.521 52.496 36.044 128.419 60.450  41.505 907.121 894.404  642.613 1.044.564 1.029.920 739.979
}g Nordeste 266.939 125.656  86.274 307.385 144.695 99.346 1.555.065 1.533.265 1.101.623 1.790.681 1.765.578 1.268.535
g Centro-Oeste  545.485 256.775  176.300 628.134 295.681 203.012 NE NE NE NE NE NE
@
3§D Sudeste 822.698 387.268  265.895 947350 445945 306.182 5.442.726 5.366.427 3.855.680 6.267.382 6.179.521 4.439.874
~ Sul 678.170 319.234  219.184 780.923 367.603 252.393 5.442.726 5.366.427 3.855.680 6.267.382 6.179.521 4.439.874

Os calculos consideraram a concentragdo média mensurada de B[a]P: benzo[a]pireno (0,92 ug kg ! para peixe e 4,20 ug kg ! para outros tipos de pescado). 4HPAs: Soma
de benzo[a]pireno, criseno, benzo[a]antraceno, e benzo[b]fluoranteno (9,50 pg kg™ para peixe e 21,0 pg kg ™! para outros tipos de pescado). 8HPAs: Soma de benzo[a]pireno,
criseno, benzo[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[ghi]perileno, dibenzo[a, #]antraceno, e indeno[1,2,3-cd]pireno (20,0 ug kg ! para peixe € 42,0
ug kg! para outros tipos de pescado). NE: Nio estimado.
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3.6 APOIO LABORATORIAL A INVESTIGACAO FORENSE

Pelo menos um HPA foi quantificado nas amostras (n = 24) de investigagdo forense
do desastre (Tabela 7). O B[a]P foi o HPA mais frequente, quantificado em 20 amostras (83%),
em concentragdes que variaram de 4,46 a 9.860 pg kg !. B[b]F, presente em 7 amostras (30%),
foi o HPA com a maior concentragdo mensurada (39.456 ngkg™! em figado de tartaruga). B[a]A
e B[k]F foram quantificados em 13 amostras (54%), com concentragdes que variaram de <LOQ
a15.836 ng kg! e de <LOQ a 39.400 pg kg, respectivamente. Cri estava presente em 50%
das amostras (n = 12), com resultados entre <LOQ e 13.738 ug kg™'. B[ghi]P e I[cd]P estavam
presentes em 21% das amostras (n = 5), com resultados entre <LOQ a 4.640 ug kg ' e <LOQ a
873 ng kg !, respectivamente. DB[a,4]A foi o HPA com menor frequéncia quantificado, com
concentragdes entre <LOQ e 724 pg kg! em 12,5% das amostras (n = 3). As maiores
concentragdes de HPAs foram mensuradas em tartarugas. Isso ja era esperado, uma vez que as
tartarugas foram as espécies da fauna mais impactadas pelo derramamento de petréleo, segundo

o relatorio brasileiro (BRASIL, 2020).
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Tabela 7 — Faixas de concentragio de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) em ug kg! determinados por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
em modo fandem com ionizagao quimica a pressao atmosférica (LC-APCI-MS/MS) em amostras forenses do derramamento de petrdleo.

Passaros Golfinhos Cagados Tartarugas
(abreviacio; pg kg™) Figado Pena  Estomago Figado Pele hepatico Figado Figado Rim
(n=3) m=1 (=1 (n=4) (n=1) (np= n (n=3) (n=6) (n=4)
Benz‘zl[;[];]n:)aceno <LOQ 107  <LOQ <LOQ - 998 450 267 302-1.589  <LOQ-15.836 <LOQ-176
Criseno
() <1L0Q 87,6  <LOQ <LOQ - 19,0 <LOQ <LOQ <LOQ-306 <LOQ-13.738 <LOQ- 169
Benzo[b]fluoranteno 00-39456 <LOO — 473
(BI5IF) <LOQ 390 <LOQ <LOQ 21,6 20,8 <LOQ-683  <LOQ-39. Q-
Benzo[(’g&‘]l;;ameno <LOQ-673 92,7  <LOQ <LOQ - 1.432 519 <LOQ  <LOQ-1.995 <LOQ-39.400 <LOQ 844
Benfg[[‘;]]ff’,‘)reno <LOQ-67,1 133 4,46 <LOQ - 284 147 64,6 42,6 - 92,1 <LOQ-9.860  9.86—116
leen(?g[, :]ha]‘;gaceno <LOQ 11,74  <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ-724 <LOQ-104
Benzoé?gz]if]’ffﬂeno <1L0Q 647  <LOQ <1L0Q <L0Q  <LOQ  <LOQ-993  <LOQ-4.640 <LOQ- 67,5
Indeno[1,2,3-cd]pireno
<LOQ 19.8  <LOQ <LOQ <LOQ 6,47 <LOQ - 28,4 <LOQ-873 <LOQ-146

([cd]P)

LOQ: Limite de quantificagdo, onde benzo[a]antraceno, criseno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo|[ghi|perileno, dibenzo[a, #]antraceno, e indeno[1,2,3-cd]pireno
= 5,00 pg kg'; benzo[a]pireno = 1,25 ng kg™
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A versatilidade deste método foi demonstrada pela andlise de outras matrizes
complexas como amostras de 6rgdos e tecidos. Essas amostras foram analisadas para atender a
demanda emergencial da investigagao forense conduzida pela Policia Federal brasileira. Devido
a grande diversidade desses materiais, alguns dos quais disponiveis em quantidade limitada (0,5
— 2,0 g), foi impossivel validar um método analitico para cada matriz. Essas amostram eram
ocasionais, portanto, ndo faziam parte da rotina do laboratério. Por outro lado, foi realizada a
validacao completa para as matrizes alimentares destinadas a analise de rotina e que apresentam
maior impacto na saude publica. Nao obstante, a validade dos resultados foi garantida pela
auséncia de picos interferentes nos tempos de retenc¢ao dos analitos, cujas intensidades relativas
(em cps) entre as transi¢des de confirmacdo/quantificacdo foram superiores a 20%. A
veracidade e a precisdo (repetibilidade) foram demonstradas pela analise da amostra de
referéncia de peixe defumado, cujos resultados experimentais concordaram com os valores
atribuidos (z-socre < | 2,0 |) para todos os analitos, incluindo o conjunto de marcadores 4HPAs
(Tabela 3). Apesar de originalmente destinado a andlise de pescado, o método LC-APCI-
MS/MS também se mostrou adequado para a andlise de 6rgdos e tecidos, desempenhando um
papel fundamental na investiga¢do forense e revelando novas faixas de medi¢do. As altas
concentragdes de HPAs corroboraram a contaminagdo de aves, mamiferos e répteis com
petréleo, servindo como elementos de condenagdo para indiciar um petroleiro por crime de
poluicdo, danos as unidades de conservagdo e descumprimento de politica de protecao

ambiental.

4 CONCLUSAO

O método desenvolvido atendeu ao proposito de produzir resultados confidveis tanto
para andlises de rotina de HPAs em pescado quanto para as amostras coletadas como prova
criminal do derramamento de petroleo. A extragdo rapida e reprodutivel de HPAs foi aplicada
a diversas matrizes bioldgicas, aumentando o rendimento analitico. Dados metrologicos
confiaveis foram produzidos para o primeiro plano oficial brasileiro de monitoramento de HPAs
em pescado. Apesar da baixa ocorréncia de amostras ndo conformes, foram quantificados HPAs
com potencial carcinogénico. O derramamento de petrdleo foi de baixa preocupagdo para a
saude dos consumidores de pescado, mesmo com a disponibilidade limitada de dados
demograficos relativos a subgrupos vulnerdveis. Esse método também foi util para a
investigacdo forense do desastre brasileiro de 2019, uma vez que confirmou a contaminacao

dos animais mortos. Com a recorréncia de pequenas quantidades de petroleo bruto na costa
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brasileira, mais de quatro anos apds o desastre, ¢ importante continuar monitorando os HPAs
em pescado. Além disso, a exposi¢ao dos consumidores aos HPAs devera ser mantida tio baixa

quanto razoavelmente possivel.
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CONSIDERACOES FINAIS

O principal objeto de estudo desta tese foi avaliar a contaminacdo de pescado com HPAs
devido ao derramamento de petrdleo no litoral do Brasil. Para isso, foram abordados conteudos
cientificos de carater interdisciplinar, abrangendo importantes areas como Ciéncia dos
Alimentos, Quimica Analitica, Toxicologia, Estatistica, Saude Publica, entre outras.

Foram desenvolvidos métodos analiticos de forma rapida e com confiabilidade
metrologica dos resultados para apoiar as autoridades reguladoras no enfrentamento do desastre
com petroleo. Com a implementagao dos métodos, foi possivel analisar mais de 400 amostras
e consolidar o primeiro programa oficial brasileiro de monitoramento de HPAs em pescado.
Apesar do baixo indice de amostras ndo conformes (< 1%), os HPAs foram mensurados em
23% das amostras de pescado (n = 85), demonstrando a importancia de monitorar esses
compostos em ambito nacional.

Com os dados do monitoramento foi possivel avaliar o risco a satde dos consumidores
de pescado. Os resultados da avaliagdo de risco indicaram baixa preocupagao a saude. No
entanto, a divergéncia de informac¢do quanto a faixa etdria do censo populacional brasileiro
limitou a avaliacdo de importantes subgrupos vulneraveis como criancas, idosos e mulheres
gravidas. Os resultados obtidos neste estudo podem fornecer respaldo cientifico as autoridades
reguladoras para a defini¢do de limites regulatorios para HPAs em pescado, ao invés de herdar
limites de outros paises.

A importancia da produgdo cientifica desta tese foi reconhecida através de publicagdes
em periodicos internacionais de alto fator de impacto e men¢do honrosa em simposio
internacional (Apéndice A). O conhecimento adquirido durante a fundamentacdo tedrica gerou
contribui¢des em trabalhos apresentados em simposios/conferéncias nacionais € internacionais.
Até o momento, foram contabilizadas 18 citagdes aos artigos produzidos com esta tese na base
de dados Scopus, com impacto de citacio ponderado por campo (FWCI) acima de 5. Os
produtos deste estudo também foram citados por agéncias e Orgdos internacionais como
a United States Departamento of Agriculture (USDA) e a International Spill Control
Organizarion. Portanto, esta tese demonstrou a importancia do esfor¢o conjunto de
pesquisadores e agéncias reguladoras no enfretamento de um dos maiores desastres com
petréleo do mundo para evitar prejuizos a economia pesqueira e garantir a seguranga de

milhares de consumidores de pescado do Brasil.
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Resumo expandido na EuroResidue IX: Conference on residues of veterinary drugs in food.
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RESIDUE

USE OF PLACKETT-BURMANN DESIGN TO OPTIMIZE ANALYTICAL METHODS OF
VETERINARY DRUGS AND FOOD CONTAMINANTS
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rederal University of Santa Catarina (UFSC), Centre of Agrarian Sciences (CCA), Food Science Postgraduate
Program (PPGCA), Av. Admar Gonzaga, 1346, Floriandpolis, SC, Brazil

Abstract
Experimental design is a way to optimize analytical process minimizing time and the number of experiments to

be

performed. However, when a high number of critical factors is involved, it is necessary a previous study to
select the

main factors that impact method efficiency. The Plackett —Burman (PB) designs are a useful tool to this
purpose.

Herein, we describe the assembly of a simple PB spreadsheet to be used for factors selection before the use of
complete factorial designs. In the two described cases, PB was followed by Box-Behnken design, once the main|
impacting factors were set. The workflow was used for the analysis of polycyclic aromatic hydrocarbons in fish
and

pharmaceuticals in mussels, using matrix solid phase dispersion followed by pressurized liquid extraction (PLE)
as

sample preparation technigues. In both cases, the critical factors were extraction solvent volume, amount of
organic

solvent in the extraction solvent, sample mass, holding time in PLE, temperature (PLE), amount of solid phase
(MSPD) and ratio of extraction solvent in the PLE system. The PB data analysis facilitated the observation of

factors

with major influence under the analytes response before method optimization by Box-Behknen design.
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