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1 INTRODUCAO

Meétodo multianalitos para determinacéao da
bioacumulacéo e bioacessibilidade de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos em pescado

RESUMO

Anualmente, o meio ambiente recebe uma elevada
carga de contaminantes quimicos que podem ser
dispersar ou bioacumular atraves da cadeia trofica
dos ecossistemas. Em casos de acidentes com o
derramamento de 6leo bruto de petréleo, os efeitos
sdo agudos e cronicos e podem ser medidos antes,
durante e ap6s a presenca da mancha de 6leo. Em
2019, inGmeras praias do litoral brasileiro
receberam manchas de oOleos, ainda de origem
desconhecida. Para avaliar se a presenca desse
produto poderia contaminar o ambiente e seus
organismos vivos, o governo financiou inimeras
pesquisas a fim de obter dados importantes e
confiaveis sobre o nivel de contaminagdo e seus
riscos associados. Nossa equipe monitorou o efeito
do dleo nas espécies marinhas durante (agosto de
2019) e apods (setembro de 2021) o acidente. Para
isso, avaliou a ocorréncia de HPAs em amostras de
pescado (moluscos, crustaceos e peixes) oriundas
da regido do Delta do Rio Parnaiba utilizando um
método multianalitos desenvolvido para analise de
sardinhas. O método foi eficiente na determinacéo
de 35 HPAs em amostras de mariscos, 25 HPAS em
tainhas e 12 HPAs em caranguejos. Os niveis
encontrados foram baixos e ndo repr4esentam risco
associado ao consumo  dessas  espécies.
Recomenda-se 0 uso desse método multianalitos
para tornar as analises mais rapidas, eficientes e
menos onerosas, que possam  subsidiar o
monitoramento da presenca de HPAs em pescado
apos acidentes como o ocorrido em 2019, ou mesmo
em areas com elevada poluigdo ambiental.

Palavras-chave: Ambiente, Caranguejo,
Contaminantes, Marisco, Risco, Tainha.

O oceano costeiro engloba ecossistemas diversos, conectando entre si 0s rios, estuarios, baias

e a plataforma continental (BAUER et al., 2013). Possuem altas taxas de producdo primaria e

secundaria, grande abundancia e biodiversidade de flora e fauna, e tem papel relevante no ciclo de vida

de uma grande variedade de vertebrados e invertebrados aquaticos. 1sso explica porque a maior parte
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das populagdes no mundo situa-se proxima ao litoral (RUDDIMAN, 2013), influenciando direta e/ou
indiretamente esses ecossistemas. O litoral Brasileiro ndo € diferente, possui zona costeira com mais
de 500 mil km?, que abriga 19 metrépoles onde vivem 45,7 milhdes de pessoas (24% da populacio do
pais) (IBGE, 2017).

Aliado a esse contexto, esta a producao de petréleo e gas natural extraida do subsolo marinho,
concentrada nas areas litoraneas e de mar. A instalacdo e operacdo de plataformas e dutos, transito de
embarcagOes e instalagbes de terra interferem diretamente na zona costeira, determinando o
crescimento de cidades e modificando as atividades socioecondmicas das populagdes locais
(TAVARES, 2018). A contaminacdo direta de ambientes marinhos pode decorrer durante a
exploracdo, producdo, transporte, refino e consumo de petréleo e derivados, de forma crdnica ou aguda
(NRC, 2003), como no caso do derramamento. H& também impactos ambientais indiretos, devido a
infraestrutura portuaria, a producdo de rejeitos domésticos e de industrias diversas; e utilizacdo de
diversos produtos quimicos (inibidores de corrosao, tintas anti-incrustantes, emulsificantes, etc.)
durante o processo de producao (PATIN, 1999).

O petroleo ou 6leo bruto é uma mistura complexa de ocorréncia natural formada por diversos
componentes organicos e inorganicos; entre 0s compostos organicos, encontram-se principalmente
hidrocarbonetos parafinicos, nafténicos e aromaticos (HENRIQUES, 2011). Em termos de elementos
quimicos, a composicao varia conforme a origem, sendo que a presenca de metais é de apenas 0,3%.
Entre os hidrocarbonetos, hd& um maior interesse do ponto de vista de efeitos ambientais nos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA): formados por dois ou mais anéis benzénicos,
constituidos exclusivamente por atomos de carbono e hidrogénio (NETTO et al., 2000), sdo
contaminantes ubiquos em ambientes aquaticos, derivados de fontes petrogénicas (6leo bruto e
derivados) e pirolitica (queima de combustiveis fosseis e madeira) (NRC, 2003). Alguns séo
classificados como poluentes orgéanicos persistentes (POP) no ambito da Comissdo Europeia e
dezesseis sdo considerados poluentes prioritarios pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (EPA,
2005). No organismo, atuam como agentes de desregulacdo enddcrina, mutagénicos (IARC, 2010;
WHO, 2013) ou de efeito sinérgico, potencializando o efeito cancerigeno de outros HPAs (HWANG
etal., 2012).

A correta identificacdo da origem e a avaliagdo dos efeitos ambientais decorrentes da
contaminagdo por hidrocarbonetos requerem anélise quimica para quantificar compostos especificos
que permitam avaliar o nivel e a distribuicdo de contaminantes em diferentes matrizes (WANG et al.,
2002), obtendo-se informacdes sobre o tipo e origem (natural ou antropica) dos hidrocarbonetos, a
época da sua introducdo e o0 seu grau de intemperizacdo, assim como o potencial de ocorréncia de

efeitos toxicos sobre a biota em determinada area contaminada, que depende da bioacumulagéo,

Tecnologia avangadas e suas abordagens
Método multianalitos para determinacéo da bioacumulacéo e bioacessibilidade de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos em pescado



biodisponibilidade do contaminante e da sua capacidade de biotransformacdo pelo metabolismo do
organismo (DJOMO et al., 1996). Assim, enquanto mexilhdes sdo excelentes bioindicadores da
contaminagéo por hidrocarbonetos, os vertebrados marinhos tendem a apresentar comparativamente
menores taxas de bioacumulacdo de HPAs em seus tecidos. Nesses casos, uma abordagem
complementar para avaliagdo de risco ambiental é a consideragdo do nivel de exposicao dos
organismos aos contaminantes de interesse. 1sso pode ser realizado pela deteccdo e quantificacdo de
metabdlitos de HPAs, que sdo considerados biomarcadores de exposi¢ao ao contaminante de interesse.

Os HPAs de 2 a 6 anéis representam uma preocupacao em relacdo a seguranga alimentar no
curto e médio prazo (YENDER et al., 2002). Apesar de reconhecido o potencial toxico dos HPAs, para
avaliar se ha risco no consumo de pescado de areas contaminadas por 6leo é necessario estabelecer um
nivel de preocupagcdo (GOHLKE et al., 2011). No Brasil, a ANVISA determina que o nivel de
preocupagdo para HPAs em pescado ¢ de 6 pg/kg de BaP equivalente para peixes, adotando o critério
de “concentragdes de carcinogénicos expressos em BaP equivalente”. As doses toleraveis de ingestao
sdo combinadas com dados de consumo de alimentos ou cenarios de consumo (SCHOLL et al., 2012),
para determinar o risco/beneficio associado ao consumo do pescado.

No entanto, esses limites, assim como a avaliagéo dos riscos na ingestédo do pescado em geral,
sdo questionaveis, pois ndo avaliam a real quantidade de contaminantes biodisponivel no alimento
(MARQUES et al., 2011). A bioacessibilidade refere-se a por¢do do alimento que € realmente
absorvida ap6s a digestdo no trato gastrointestinal (SAURA-CALIXTO et al., 2007), atingindo a
circulacdo sistémica e tornando-se biodisponivel. A quantificacdo da bioacessibilidade desses
compostos, tornaria as avaliagbes de risco/beneficio mais realistas (AFONSO et al., 2015).
Recentemente, estudos demonstraram que a bioacessibilidade reduziu o nivel de ingestdo diaria de
HPAs em amostras de mexilhdes (FOGACA et al., 2018) e ostras (HONG et al., 2016). Os dados de
bioacessibilidade dos compostos combinados a ferramentas estatisticas com base na Teoria Extrema
Especial (EVT) (TRESSOU et al., 2004), podem inferir em avaliacBes simultaneas e muito mais
precisas 0s riscos e beneficios associados ao consumo de pescado.

Assim, o presente estudo otimizou a técnica multianalitos desenvolvida para determinar a
presenca de HPAs em sardinha (MASSONE et al., 2021) para avaliar a ocorréncia de HPAs em
amostras de pescado (moluscos, crustaceos e peixes) oriundas da regido do Delta do Rio Parnaiba,
apos o derramamento de Oleo no Litoral Brasileiro em 2019, subsidiando politicas publicas e
informando aos pescadores e consumidores sobre 0s possiveis riscos associados ao consumo do
pescado daquela regido. Esse estudo fez parte do projeto - Derramamento de 6leo nas praias Brasileiras

do NE e seu impacto nos organismos aquaticos: estudos da bioacumulacdo, bioacessibilidade e
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avaliacdo de risco associado ao consumo do pescado, financiado pelo Edital Capes Entre Mares n.
26/2019.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 AMOSTRAS

Amostras de caranguejo uca (Ucides cordatus — 25 unidades), tainha (Mugil spp. — 25 unidades)
e mariscos (Anomalocardia brasiliana - 2 kg) foram adquiridas de pescadores da regido do Delta do
Rio Parnaiba/Pl, considerando-se a estacdo do ano (verdo). O protocolo para coleta e transporte das
amostras foi baseado nos procedimentos estabelecidos pela Unido Europeia para seus programas de
monitoramento ambiental. As amostras foram pesadas em balanca digital, medidas com auxilio de um
paquimetro para determinacdo do seu comprimento total (cm) ou largura do exoesqueleto, com
identificacdo do sexo biolégico (masculino ou feminino) para os peixes. Foi retirada a parte edivel

(masculo), congelada a — 80 °C para preservar a qualidade das amostras.

3 BIOACESSIBILIDADE IN VITRO DOS HPAS

A simulagéo da digestéo in vitro foi realizada segundo o protocolo de Minekus et al. (2014) e
Brodkorb et al. (2019). Na etapa oral, 5 g de amostra foram digeridas em 4,0 ml de saliva artificial,
durante 2 minutos, a 37°C com agitacdo constante. Na fase gastrica, a digestdo foi realizada em 8,5 ml
de suco gastrico, em pH 3, durante 2 horas a 37°C, em banho-maria com agitacdo. Na fase intestinal,
a digestao foi realizada pela adi¢do de 8,5 mL do suco duodenal (pancreatina + bile) em pH 7, durante
2 horas a 37°C, em banho-maria com agitacdo. Apds essa etapa, a amostra foi centrifugada a 4000
RPM durante 5 minutos a 4°C, a fim de separar a fragdo ndo digerida da bioacessivel.

A fracdo bioacessivel foi submetida ao método de extracdo para identificacdo e quantificacdo
dos HPAs nas amostras antes e apds a digestao, sendo calculada de acordo com a seguinte equacao:

Bio (%) = ([PAHSs] bio x 100) / [PAHs] amostra fresca

Onde Bio (%) € a bioacessibilidade de um composto especifico, [PAH] bio é a concentracdo
do PAH na fracdo bioacessivel e [PAHs] amostra fresca é a concentracdo do composto na amostra
fresca (adaptado de Manita et al., 2017).

3.1 OTIMIZACAO DO METODO MULTIANALITOS PARA ANALISE DE HPA

A extracdo dos HPAS, nas amostras in natura, foi realizada com diclorometano aplicando-se o
protocolo EPA-3545A (EPA, 2007a), com remogao de lipideos dos tecidos. A extragao dos HPAs da
porcao bioacessivel foi realizada através da técnica de extragdo liquido-liquido segundo o protocolo

EPA-3510C (EPA, 1996). Os extratos concentrados foram submetidos ao fracionamento por
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cromatografia liquida em coluna de silica/alumina e 100 ng de uma mistura de HPA deuterados,
adicionados como padrdo interno para quantificacdo. A identificacdo e quantificacdo dos PAH
seguiram o protocolo EPA-8270D (EPA, 2007b).

3.2 VALIDAGAO DOS METODOS DE EXTRAGAO DOS HPAS

A extracdo do HPAs seguiu dois métodos diferentes devido as especificidades das matrizes
obtidas antes e ap0s a digestdo. Para validar o método, foi calculada a taxa de recuperagdo dos HPAs
por meio de um experimento de fortificagdo das amostras de ostras in natura, com uma solugéo
composta por 16 HPAs, em um nivel alto (200 ng/g) e em um nivel baixo (50 ng/g de amostra). As

amostras foram fortificadas 24 h antes da extracdo ou digestéo.

4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos em média e desvio padrao. Foi utilizado o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk (a=5%). Amostras com niveis de PAHSs abaixo do limite de quantificacdo (LOQ) nédo
foram utilizadas para analise estatistica. Um modelo linear geral (ANOVA e teste de Tukey) foi usado
para determinar as diferencas de significancia (p<0,05) entre as amostras. O software Assistat versao

7.7 (Silva; Azevedo, 2016) foi usado nas analises.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As tabelas 1 e 2 apresentam os dados da biometria das amostras coletadas entre 2019 e 2021,
na época de verdo ou seca do NE. Os dados mostram que ndo houve diferenca entre o peso e tamanho
dos caranguejos coletados em 2019. Porém, as tainhas coletadas em 2021, apresentaram maior peso e
rendimento de file (Tabela 2), enquanto os mariscos coletados no mesmo ano, apresentaram pesos
menores. Em setembro de 2021, o peso dos mariscos estava menor, porém, a largura da concha maior,
0 gue mostra que 0s animais estavam em fase de crescimento e expansdo dentro das conchas. Em
dezembro de 2019, a porcdo edivel representava 51,32% do peso do animal, enquanto em 2021 essa

porcentagem era de somente 13,20% (Tabela 1).

Tabela 1 — Biometria dos caranguejos e mariscos.

Amostra Peso total (g) | Largura (cm) | Peso carne (g)
Marisco / dez 2019 4,19 +0,81° 1,28 +0,26° 2,15+0,11°
Marisco / set 2021 341+1,12° 2,47 + 0,26° 0,45+0,14°

Caranguejo / Ago 2019 | 139,34 +19,49% | 69,42 +3,74* | 22,67 + 11,31°
Caranguejo / dez 2019 | 158,30 +21,80* | 71,63 +3,20* | 21,78 + 5,03?
Caranguejo (n=25), marisco (n=40). Media + DP.
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Tabela 2 — Biometria das tainhas.

Amostra Peso total (g) Comprimento Peso do Peso eviscerado | Peso do Filé
g Total (cm) figado (g) () )
Tainha / dez 150,63 + b a b 46,74 +
2019 2937 24,98 + 1,77 2,00 + 0,46 135,40 + 31,87 11,290
Tainha / set 231,81 + a b a 70,76 +
2021 79.44° 27,62 + 3,29 1,33 +0,70 202,80 + 70,84 25 89°

N = 25. Media + DP.

O tamanho do peixe pode estar relacionado com uma maior deposicao de gordura muscular e
visceral, 0 que pode ocasionar maior bioacumulacdo de HPA, ja que esses compostos sdo lipossollveis
(TFOUNI et al., 2009). No entanto, estudos recentes observaram reducdo nas concentracdes para
alguns PAHs (Naftaleno e Pireno em musculos) em amostras de peixes com maiores classes de peso
(OURO-SAMA et al., 2023).

Diferentes niveis e analitos foram identificados e determinados nas trés espécies estudadas. O
marisco apresentou 35 HPAs, nas duas estacoes de coleta, com destaque para a maior concentracao
para o Fluoranteno nas amostras de 2019 (160,72 ng/g peso seco, Grafico 1). Pelo seu habito filtrador
e por apresentaram baixa capacidade de metabolizacdo dos HPAS (VARANASI, 1989), os moluscos

sao considerados bioindicadores ambientais (ECA et al., 2021).

Grafico 1 — Ocorréncia de HPA em amostras de mariscos.
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As amostras de tainha apresentaram 25 HPAs, com destaque para as concentragdes de
Naftaleno e seus isémeros nas amostras coletadas em 2021. E interessante notar que a mancha de 6leo
ocorreu em 2019 e atingiu essa regido alguns meses depois. Porém, a presenca desses compostos pode
ser determinada pela bioacumulagéo nos peixes apos dois anos do acidente. Isso porque, a tainha tem
habito detritivoro e fuca o sedimento dos estuarios procurando por alimento. Conforme citamos acima,
0S peixes maiores tendem a bioacumular mais contaminantes do que os menores. Isso ficou evidente

usando-se a tainha como modelo no projeto (Grafico 2).
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Grafico 2 — Ocorréncia de HPA em amostras de tainhas.
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As amostras de caranguejo apresentaram 12 HPAs, com maior ocorréncia nos animais
coletados em 2019. Ao contrario das tainhas, os caranguejos foram diretamente afetados pelo seu
habito alimentar de degradar a matéria organica dos mangues, e por isso, a bioacumulacdo foi mais
rapida, porém, em menores concentraces se comparada aos peixes (10 vezes menor) (Grafico 3).

Os peixes sdo capazes de metabolizar os HPAs, mas tendem a bioacumular esses compostos
de forma mais intensa quando vivem préximos a uma fonte de contaminacédo. Os crustaceos ja possuem
um sistema de desintoxicacdo bem desenvolvido, cuja atividade enzimatica aumenta em um nivel
dependente da dose na exposicdo aos HPAs (REN et al., 2014). Isso explicaria os baixos niveis de
HPAs nas amostras de caranguejo.

A andlise das ostras, para validacdo do método, apresentou identificacdo e quantificacdo de 24
HPAs, sendo que apenas Bz(b)Fluoreno e Perileno foram determinados nas amostras digeridas
(Grafico 4). A média da recuperacdo dos HPAs nas amostras in natura foi de 76,44% e nas amostras
digeridas foi de 77,72%, mostrando a eficiéncia de extracdo dos HPAs em ambas as metodologias

utilizadas.
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Grafico 3 — Ocorréncia de HPA em amostras de caranguejo.
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Gréfico 4 — Ocorréncia de HPA em amostras de ostras in natura e digeridas.
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A baixa bioacessibilidade de HPAs em amostras de pescado e um bom indicativo do baixo
risco desses contaminantes a satde dos consumidores. O benzo(k)Fluoranteno apresentou 22,0% de
bioacessibilidade na améijoa crua (FOGACA et al., 2018). Estudos anteriores avaliaram a
bioacessibilidade de HPAs em camardes marinhos, observando 30,8% para pireno e 35,6% de
bioacessibilidade para fluoreno (YU et al., 2012). Wang et al. (2010) relataram que a bioacessibilidade
de HPA, em peixes adquiridos nos mercados de Hong Kong, variou de 12,6% a 42,6% usando o
método de digestdo in vitro. No presente estudo, a bioacessibilidade do benzo(k)Fluoranteno foi de
26,51% e do Perileno de 28,64%.
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6 CONCLUSAO

O método multianalitos para determinacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em
pescado foi eficiente na determinacgdo de 35 HPAs em amostras de mariscos, 25 HPAS em tainhas e
12 HPAs em caranguejos. Também foi eficiente na determinacdo dos HPAS em amostras digeridas,
com taxa de recuperacdo acima de 70%. Recomenda-se 0 uso desse método para agilizar as analises
que possam subsidiar o monitoramento da qualidade e seguranca do pescado apos acidentes como o

ocorrido em 2019, ou mesmo em areas com elevada poluigdo ambiental.
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