UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS

UNI{CAMP
3IBLIOTECA CENTRA
SECAQ CIRCULANT -

DETERMINACAO DE BENZO(A)PIRENO EM PESCADOS
COMERCIALIZADOS EM CAMPINAS-SP

PARECER

Este exemplar corresponde 2
redacgao final da tese defendida por
Antonio  Azeredo, aprovada pela
Comissaoe Julgadera em 26 de abril
de 2001.

Campinas, 27 de abril de 2001

. /;mi Antonio Azeredo
Yy ik o 10T
Médico Veterinario

Profa. bra. Maria Cecilia de F. Toledo
Presidente da Banca

Profa. Dra. Maria Cecilia de Figueiredo Toledo

Orientadora

Dissertagdo apresentada a Faculdade de Engenharia de Alimentos da
Universidade Estadual de Campinas para a obtenc&o do titulo de Mestre em
Ciéncia de Alimentos

CAMPINAS - SP
2001

Sy
¥ 3 e e
e L —

é EEichun e i



FICHA CATALOGRAFICA FLABORADA PELA
BIBLIOTECA DA F.E.A. - UNICAMP

Az24d

Azeredo, Antonio

Determinagio de benzo (A) pireno em pescados
comercializados em Campinas-SP / Antonio Azeredo. —
Campinas, SP: [s.n.], 2001.

Orientador: Maria Cecilia de Figueiredo Toledo
Dissertagiio (mestrado) — Universidade Estadual de
Campinas.Faculdade de Engenharia de Alimentos.

1. Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. 2.Analise.
3.Peixe. 4.Pescados. 5.Toxicologia. I.Toledo, Maria Cecilia de
Figueiredo. IL.Universidade Estadual de Campinas.Faculdade de
Engenharia de Alimentos. 1L Titulo.

i




BANCA EXAMINADORA

RS SIS S /“/{ : ‘;’im&m
Profa. Dra. Maria Cecilia de Figueiredo Toledo
(orientadora)

Profa. Dra. Adriana Zerlotti Mercadante
(membro)

P . :

Prof. Dt, Celso Costa Lopes

N m\e%nj? ro )

>

Profa. Dra. Helena Teikeira G'bd\gy
{membro)

il



iv

Aos Meus Pais
A Ana Paula, com amor

Dedico



Agradecimentos

A Maria Cecilia de Figueiredo Toledo pela orientagdo, atengdo, dedicagdo e

especialmente pelo suporte técnico da pesquisa;

aos professores Adriana Z. Mercadante, Celso C. Lopes e helena T. Godoy pelas
sugestdes apresentadas para o trabalho. Em especial & professora Helena pelas

dicas e sugestdes durante as analises;

aos meus pais Jarbas e Inez e & minha querida Maninha por todo apoio;

a Ana Paula Trovatti Uetanabaro pelo carinho, companheirismo, paciéncia e

incentivo;

a Rita, Silvia Amélia, Silvia Helena, Maria José pelos momentos de descontracéo.

Em especial a Rita por toda ajuda e companheirismo.

a Monica C. R. de Camargo pela valiosa ajuda, por todas as dicas e sugestbes

que certamente muito enriqueceram este trabalho;

aos funcionarios da UNICAMP Waldecy, Edinho, Seu Douglas , Nilo, José
Roberto, Caé, Fior, e todos aqueles que de alguma forma colaboraram para a

confeccdo deste trabalho;



ao pessoal da secretaria do depto. de Ciéncia de Alimentos: Marquinhos, Marcéao,

Jardete, Ricardo e agregados pelo bom humor, atencéo e disposicdo;

aos amigos Caveira e Biba pelo companheirismo, apoio nas horas dificeis e pelos

momentos de lazer.

aos amigos Zequinha e Ana pelo apoio, pelas dicas e pelos cafés;

aos amigos da FEA: Rodrigo, Hélio, Marcus (Acre), Jesui, Marcelo, Gisele,

Lucilene, Luciana, Elenice, Raquel, Karlinha, Simara, Marcela, Juliana, Denise e

Mercedes (bicaromas) e todos aqueles gue estiveram prdximos nesta etapa e

a profa. Maria Regina B. Franco e Natalia S. Janzanti pela disposicdo e pelo

suporte técnico.

vi



indice

RESUMO GBral. ... e ae e iX
GeNEral SUMIMAINY ...ttt e e e e e, X
INErOQUGED GEFAL....o.i e 1
Referéncias bibliografiCas...........ooouiv i 3
Capitulo 1 — Revisdo BibliografiCa.............ooooiiiiiieee e 4
1 P A e e 5
2 — HPAS NO AMDIBNIE. ..ot 7
3 — HPAS M AlIMENTOS......cciiiiiiiiiir ittt s e e 8
4 — HPAS €M PESCAUOS..........iiiiiireeece e 12
O — AspeCtos TOXICOIOGICOS. . .miiiieiiee e 15
B —Analise de HPAS. ... e 18
7 — Avaliacdo da Metodologia................. U R PR DU SO UUU TS 22
Referéncias bibliograficas................coooovioiciiiii e iereeeeee e ———————iaa 26

Capitulo 2 - Determinagao de benzo(a)pireno em pescados comercializados

na regido de Campinas — SP ..., 41
RESUMIO. ... e et e et ine e s 42
ADSIFACT. ... e s 43
T = IMrOQUGAO. ... e 44
2 —Materiais € MEtOdOS. ......cooiiiiiiiii e 46

Vit



b R N o £ Ta 1o (= - TR 46

2.2 — MetodoOgia. . .oveeiiiiii e 46

AV Bl =5 (= Tor- Lo SO U P RO PO PSP PO 46

2.2.2 — Purificag@o da amostra........coo oo 47

2.2.3 — Desenvolvimento CromatografiCo.......o.ocoivivniiviiie e 48

2.2.4 — QUANTFICAGAO ...ttt 48
2.2.5 — Recuperagdo do Metodo.........ooov it 49
3 — Resultados € DISCUSSAO.. ... eve e e 49
4 — CONCIUSOES. ..o ciiiieeeiee ettt et e e e ea s 58
5 —~ Referéncias bibliograficas.........ccooo i 59

viii



indice de tabelas e figuras

Capitulo 1 - Revisdo Bibliografica

Figura 1 — Formulas estruturais de alguns HPAS.......coooci i 16
Tabela 1 — Niveis de B(a)P em alguns alimentos no Brasil.................cco.ccvve.. 11
Tabela 2 — Niveis de B(a)P em alguns peixes e frutosdomar...........ccccceceeeene 12
Figura 2 -~ Formagao de epoxido a partir do B(a)P......cccooovvveeeeirree e 16
Tabela 3 — Técnicas usadas para separacao e deteccdo de HPAs.................... 19

Tabela 4 — Alguns solventes usados em extragGes e como fase movel de

HPAS POT CLAE .o 21

Capitulo 2 - Determinagdo de benzo(a)pireno em pescados comercializados
em Campinas-SP
Figura 1 — Cromatograma do padrdo de B(a)P e das amostras atum em lata e
sardinha em 1ata..........coiii e 51

Figura 2 — Cromatograma da amostra tainha defumada pelo processo caseiro 52

Figura 3 — Cromatograma da amostra salmao defumado em lata...................... 53
Tabela 1 — Teor de B(a)P em PeIXeS....ccovoieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 56
Tabela2-Teorde B(a)P em frulos domar ..o, 57

X



RESUMO GERAL

Hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAs), entre os quais o benzo(a)pireno
(B[alP) € um dos mais estudados, sdo contaminantes formados pela pirGlise
incompleta da matéria organica e processos tecnolégicos. Estes compostos estdo
presentes no meio ambiente e nos alimentos e caracterizam-se por apresentarem
elevada toxicidade. A presenca de B(a)P e outros HPAs carcinogénicos no
ambiente e a sua transferéncia para os alimentos de diversas origens tém
despertado interesse nos pesquisadores de varios paises. Seu potencial toxico em
animais caracteriza-se por sinais clinicos que variam desde lesées em tecidos até
a indugdo de cancer em diferentes 6rg8os. Tendo em vista a auséncia de dados
sobre os niveis de contaminagio de pescados por HPAs totais ou carcinogénicos
no Brasil, o presente estudo teve o objetivo de quantificar B(a)P em amostras de
pescados in natura e processados e de frutos do mar disponiveis no comércio da
cidade de Campinas. A metodologia utilizada envolveu sa;aonificagéo, extragéo
com n-hexano, limpeza em cartucho de silica e separagao por cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia. A presenca de B(a)P foi
detectada em todas as amostras analisadas, em quantidades variando na faixa de

0,03 a 3,45 ug/kg. Os maiores niveis de contaminagdo foram encontrados em

produtos defumados e mexilhdes.



GENERAL SUMMARY

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs), of wich benzo(a)pyrene (B[a]P) is the
most studied one, are contaminants formed by the incomplete pyrolysis of organic
matter and from technological processes. These compounds are present in the
environment and in foods, and present potential foxicity. The presence of the B(a)P
and other carcinogenic PAHs in the environment and its transference to foods of
different origins has aroused interest in many researchers around the world. its
toxic potential is characterized by clinical signs that go from tissue lesions to the
induction of cancer in different organs. Considering the lack of data about they
levels in fish products in Brazil, this study aimed at quantifying the B(a)P in
sampies of raw and processed seafocds available on the retail market in Campinas
— SP. The methodology involved saponification, extraction by n-hexan, clean-up
using silica cartridges, and separation by high performance liquid chromatography
with a fluorescence detector. B(a)P was detected in all samples analysed at levels
ranging from 0,03 to 3,45 ug/kg. The highest levels of contamination were found in

smoked products and mussels.
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INTRODUGAO GERAL

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sd3o compostos
produzidos pela queima incompleta de matéria organica e pela degradacdo do
petrolec por agdo de alguns microrganismos presentes no meio ambiente, tais
como algas e bactérias (HOWARD e FAZIO, 1980).

Sabe-se que alimentos como 6leos e gorduras de origem vegetal ou
animal, cames e derivados, peixes, frutos do mar e vegetais em geral podem ser
contaminados por HPAs, tanto devido a deposicdo de particulas em sua
superficie, quanto pela formacdo destes compostos por processos tecnoldgicos e
métodos tradicionais de preparagdo, como defumacgdo e grelhagem. Dados da
presenca de HPAs em alimentos no Brasil tém evidenciado uma concentracgo
relativamente alta de benzo(a)pireno em produtos carneos e oleos vegetais
nacionais (NOLL, 1993; PUPIN, 1994; TOLEDO e CAMARGO, 1998).

Peixes, moluscos, crustaceos e outros organismos marinhos estdo sujeitos
a contaminacdo por HPAs, visto que os ambientes aquéaticos normalmente séo
acometidos por acidentes envolvendo derramamento de petrdleo e seus
derivados, efluxos industriais e outras fontes de HPAs. Tais acidentes s&o fontes
potenciais de HPAs na natureza e podem comprometer a longo prazo as funcdes
dos ecossistemas costeiros e suas populagdes tradicionais. O bindmio
HPAs/pescados é de extrema importancia pelo fato do pescado contaminado

representar uma fonte de exposicdo humana a estes contaminantes e por



possivel perda econdmica decorrente da depreciacdo das carcacas, ocasionada
pelo desenvolvimento de processos cancerigenos em peixes e ouiras espécies
marinhas.

Estudos feitos em diversas partes do mundo tém também associado o
consumo de alimentos contendo B(a)P a etiologia de varios processos
carcinogénicos (como cénceres de pele, pulmdo e estdmago), mutagénicos e
citotdxicos no homem (PHILLIPS, 1999).

Como no Brasil ndc ha dados sobre a contaminacdo de pescados por
B(a)P, torna-se importante a presente investigacdo, que teve como objetivo gerar
dados que subsidiemn os Orgdos responsaveis pela saide publica na avaliag&o do
risco potencial da ingestao de B(a)P através deste grupo de alimentos.

O capitulo 1 deste trabalho apresenta uma revisdo bibliografica sobre o
assunto, no formato tradicional. O artigo apresentado no capitulo 2 foi redigido
segundo as normas da revista Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Os capitulos

estdo descritos a seguir.

Capitulo 1. Revisdo bibliografica
Capitulo 2. Determinagdo de benzo(a)pireno em pescados comercializados na

regido de Campinas - SP
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REVISAO BIBLIOGRAFICA



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 - HPASs

Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) consistem de dois ou mais
anéis benzenicos fundidos em arranjos lineares ou angulares. Eles sdo formados
durante a queima incompleta de matéria organica e estdo amplamente
distribuidos no meio ambiente (BARRICK, 1982; WILSON e JONES, 1993). As
estruturas de alguns HPAs estdo ilustradas na Figura 1.

Este grupo de contaminantes caracteriza-se por ser constituido
exclusivamente de carbono e hidrogénio, por apresentar fluorescéncia, pelo alto
ponto de ebulicao e pela alta solubilidade em solventes organicos (COOK et al.,
1933).

Nos Ultimos ancs, a descoberta da presenga de HPAs em diferentes
alimentos e seus efeitos no ambiente, bem como em organismos que nele vivem,
tém despertado grande interesse na comunidade cientifica, principalmente devido
ao potencial comprovadamente carcinogénico e citotdxico de alguns
representantes deste grupo (STRICKLAND et a/., 1993).

Os primeiros testes que mostraram a carcinogenicidade dos produtos obtidos
pela destilagac do alcatrdo foram feitos em oretha de coelhos por YAMAGIWA e
YCHIGAWA, em 1912 (IARC, 1985). Somente em 1924 foi atribuida a acdo
carcinogénica aos hidrocarbonetos de alto ponto de ebulico presentes no

alcatrao (KENNAWAY, 1955).



Benro{k)ftuoranteno  Benzo(b)fluoranteno* benzo(a)pireno” Dibenzo(a,h)antraceno*

O)IR@)

Fluoranteno Pireno Benzo(a)anitraceno™ Criseno

I\ o
Naftaleno Acenafteno Fenantraceno Anfraceno

Benzo(g,h.i)perileno Coroneno Indeno(1,2,3-
c,d)pirenc*

Figura 1- Férmulas estruturais de alguns HPAs. (*) Compostos

carcinogénicos.



Em 1951, através do trabalho de A.C. Miller, evidenciou-se que o B(a)P
quando aplicado na pele de ratos produzia compostos intermediarios
carcinogénicos que se ligavam as proteinas ai presentes. Outras investigacdes
subsequentes indicaram que a aplicagdo de benzo(a)pireno (B[a]P) e outros HPAs
carcinogénicos, também em pele de rato, resultava na ligacdo covalente dos
metabolitos a proteinas, DNA e RNA. A carcinogenicidade do B(a)P se deve a
ligagéo covalente dos seus produtos de metabolismo com o DNA (CONNEY,

1982).

2 - MPAs no Ambiente

Na natureza, a biossintese de alguns HPAs ocorre em algumas plantas e
microrganismos (WILSON e JONES, 1993). Porém, segundo os mesmos autores,
esta pode ser considerada uma fonte pouco significativa quando comparada as de
origem antrépicas, ou seja, 0s processos de combustdo industrial e domésticos e
acidentes ambientais. Como exemplos destes acidentes podem ser citados o
derramamento de petroleo, involuntario ou ndo, e descargas de navios que
operam com tais combustiveis (HELLOU et al., 1994).

HPAs j& foram encontrados distribuidos no ambiente, especialmente no ar
(LODOVICI et al.,, 1998), agua (BEVYER et al., 1998) e solos (TRAPIDO, 1999).
BAUMARD et al. (1989) consideram que o conteldo dos sedimentos € um bom
indicador para a meédia de contaminagdo por HPAs no ambiente marinho,

principalmente em populacées criticas.



A persisténcia destes contaminantes no ambiente marinho se deve
principalmente & baixa solubilidade em 4gua e também a tendéncia deles
associarem-se a matéria organica do sedimento, que é fonte constante de
alimento para um grande nimero de organismos aquaticos (PINO et al., 2000).
LIPIATOU e SALIOT (1991) encontraram concentraces de benzo(a)pireno entre
1 e 36 ug/kg em sedimento do Golfo de Lyon, enquanto FATTORI et al. (1997)

relataram contaminagdo na ordem de 20 ug/kg em sedimento do Mar Adriatico.

3 — HPAs em Alimentos

Os alimentos s&o considerados importantes fontes de exposi¢do humana
aos HPAs, havendo inclusive estudos que os relacionam a algumas etiologias de
cancer (DE VOS et al, 1990). A contaminagdo de alimentos por HPAs pode
ocorrer por diferentes formas, incluindo contato com solo, ar e agua contaminados
e pelo emprego de algumas técnicas de processamento caseiro e industrial,
como secagem, defumacéo, tostagem e grelhagem (PHILLIPS, 1999). ZABIK et
al. (1996) demonstraram que peixes defumados ricos em gordura, assim como as
carnes vermelhas, s&o fonte significativa de exposicdo acs HPAs.

A presenga de HPAs ja foi descrita em diferentes grupos de alimentos tais
como carnes assadas na brasa (NOLL e TOLEDQ, 1997), alimentos defurmados
(BAILEY e DUNGAL, 1958; FRETEIN, 1976; FAZIO e HOWARD, 1983; GOMAA
et al., 1993; YABIKU, et al., 1993; NOLL e TOLEDO, 1997; FALCON et al., 1999:

MORET et af.,, 1999), oleos e gorduras (SPEER e MONTAG, 1988: MENICHINI



et al., 1991, PUPIN e TOLEDO, 1996 a e b; TOLEDO e CAMARGO, 1998),
vegetais e frutas (VOUTSA e SAMARA 1998; KIPOPQULOU et al., 1999), cereais
(LAWRENCE e WEBER, 1984a; DENNIS et al, 1991), agucar, frutos do mar,
fumaga liquida (GOMAA et al, 1993) e bebidas (HOWARD e FAZIO, 1980:
DENNIS et al., 1991).

O controle de alguns parédmetros importantes como temperatura, distancia
da fonte geradora e concentragéo de fumaga pode contribuir para a diminuigdo da
contaminacgdo de produtos defumados por HPAs. Nos processos de defumacio
industrial mais modernos a fumaga é gerada numa cémara separada e tratada
antes de passar a cdmara de defumagdo. Passagem por filtros eletrostaticos e
‘lavagem” da fumaga s8o algumas das técnicas utilizadas para diminuir a
contaminagdo da fumaca por HPAs (MORET et al., 1999).

Ao contrario da defumac&o, alguns processos tecnoldgicos sdo efetivos na
diminuicdo da contaminagéo por HPAs. Oleos vegetais que sofreram refinamento,
desodorizagdo e tratamento com carvdo ativado apresentam contaminaco mais
baixa que os Oleos ndo tratados (MORET e CONTE, 2000).

Diversas pesquisas realizadas no Brasil avaliaram a contaminacdo em
alimentos e bebidas por HPAs. TOLEDO e CAMARGO (1998) investigaram a
presenca de B(a)P em diferentes marcas de dleo de milho durante o periodo de
dois anos. Os niveis encontrados nas 49 amostras analisadas variaram entre 0,85
e 25,17 pg/kg, sendo que apenas uma delas apresentou niveis de B(a)P abaixo

do limite referencial de 1,0 pg/kg.



Determinagfes de B(a)P em cana de agucar e derivados, melado,
aguardente, came queimada, aglcar mascavo, demerara e cristal evidenciaram
uma contaminagdo por B(a)P na faixa de 0,10 a 0,40 ug/kg. As amostras de
acucar e derivados que sofreram refinamento apresentaram contaminacéo mais
baixa (SERRA et al., 1995). Outros dados relacionados com a presenca de B{(a)P
em alimentos disponiveis no mercado nacional estdo apresentados na Tabela 1.

TAKATSUKI et al (1985) analisaram pescados de uma area néo
industrializada do Jap&8o e observaram em filés de varias espécies de peixe
contaminagdo abaixo do limite referencial para B(a)P e quantidades superiores a 3
ug/kg nos mariscos. Os peixes, em geral, conseguem biotransformar os HPAs de
forma muito mais eficiente que os moluscos. Nestes Ultimos a contaminacéo
persiste por longos periodos e, quando s&o coletados em locais poluidos, podem
apresentar contaminag@o com HPAs na ordem de mg/kg (PHILLIPS, 1999).

A avaliacdo da presenca de HPAs em amostras de mexilhdes (Mytilus
edulis) da costa da Finlandia indicou niveis de contaminag&o por benzo(a)pireno
que variaram de 3 a 5 pg/kg (RAINIO et al, 1986). SPEER et al. (1980)
encontraram niveis de B(a)P na faixa de 0,2 a 2,7 ug/kg em ostras.

KANGSADALANPAI et al. (1996) observaram que entre diversos alimentos
avaliados, os peixes defumados de agua doce: catfish (Clarias batrachus), Sheat
(Kytopterus apogon) e Mimrow (Crossocheillus reba) apresentavam teores médios
de HPAs carcinogénicos e HPAs totais, na faixa de 0,68 a 3,63 pg/kg e 3,89 a

12,15 ug/kg, respectivamente.

10



Tabela 1- Niveis de B(a)P em alguns alimentos no Brasil

Amostra n  B(a)P (ug/kg) média Referéncia
Carne bovina’ 6 ND -1,15 0,56 NOLL e FIGUEIREDQ 1997
Carne bovina® 6 0,17-1641 7,08
Picanha defumada® 9 2390-6,089 4061 NOLL e TOLEDO 1997
Salame defumado® 3 ND - 0,34 -
Picanha® 4 3,1-10,7 7.8 NOLL e TOLEDO 1995
Picanha® 3 ND-0,3 0,2
Oleo de milho 45 0,85 - 25,17 - TOLEDO e CAMARGO 1998
Azeite de oliva’ 7 06-1,2 0.6 PUPIN e TOLEDO 1996b
Azeite de oliva® 10 0,5-1644 10,3

(1) Assada a 40 cm da fonte de comburente; (2} Assada a 15 cm da fonte de comburente; (3)
Defumado pelo processo caseiro; (4) Defumado industrialmente; (5) Assada 2 15 ¢m da fonte de
comburente (madeira)/sem gordura; (6) Assada a 15 cm da fonte de comburente (carvio)/sem
gordura; {7) Europeu enlatado na origem; (8) Argentino

ND — N&o detectado

n — numero de amosiras

Outros niveis de contaminac8o de peixes e frutos do mar por B(a)P s&o

mostrados na Tabela 2.

11



Tabela 2- Niveis de B(a)P em alguns peixes e frutos do mar

Alimento B(a)P {ung/kg) Referéncia
Ostras defumadas (enlatadas) 10,1 -12,2 SPEER et al. 1990
Mexilhdes (enlatados) 0,3-1,7 SPEER et al. 1990
Truta defumada 6,22 - 10,27 ZABIK et al. 1996
Truta defumada tr-0,3 MORET ef al. 1999
Sardinha defumada 2,46 FALCON et al. 1999

tr = tragos

4 - HPAs em Pescados

A literatura disponivel sobre a ocorréncia, quantificacéo e efeitos dos HPAs
em pescados é bastante abrangente. Diversos estudos t8m sido conduzidos em
diferentes paises e regides como Bermudas (SOLBAKKEN et al, 1982),
Alemanha (SPEER et afl, 1990), Noruega (PALMORK e SOLBAKKEN, 1981),
Estados Unidos (HUMASON e GADBOIS, 1982; ROBERTS et al., 1989), Golfo do
México (JACKSON et al., 1994) e india (SIVASWAMY et al., 1990), o que indica
que a distribuicdo dos HPAs assim como a sua bioacumulagio em alguns frutos
do mar € um probiema mundial.

McLEESE et al. (1987) investigaram o acumulo de HPAs em pescados de

interesse comercial, expostos a agua e sedimentos contaminados. Os resultados

12



mostraram que mexilhGes, mariscos, e camardes tendem a incorporar este
poluente nos seus tecidos em periodos relativamente curtos (4 dias), tornando-os
importante fonte de HPAs para o homem.

Os HPAs encontram-se concentrados nos sedimentos marinhos,
principalmente em aguas costeiras, onde estdo disponiveis principalmente para
peixes que se alimentam do fundo e para organismos filtradores (PHILLIPS,
1999). Bivalvos, devido a sua capacidade de filtrar eficientemente as particulas
suspensas na agua do mar, podem estar cronicamente expostos a sedimentos
contendo HPAs em estudrios poluidos (PRUEL et al., 1987; BAUMARD et al.,
1999).

DAWE et al. (1964) foram os primeiros a sugerir que a elevada prevaléncia
de neoplasias em populagbes de peixes estava ligada & contaminacdo ambiental.
Desde entdo um grande nUmero de estudos observando a ocorréncia de
neoplasias em populagdes selvagens de peixes tem sido feito (BAUMANN, 1998).

Alguns pesquisadores observaram varios outros efeitos nocivos dos HPAs
em peixes. HARGIS e ZWERNER (1984), por exemplo, detectaram lesdes
macroscopicas de pele assim como erosbes na barbatana e hiperemia. Nas
amostras de tecidos coletadas foram encontradas iesSes microscépicas tais como
hiperplasia e destruicio lamelar das brénquias, necrose focal e desorganizacéo
mural do figado, congestéo de vasos com degeneracéo do epitélio tubular renal e
rompimento cortical do aparelho ocular, entre outras. Os autores concluiram que
0s sinais de doenga interna e externa estdo possivelmente associados aos

sedimentos altamente contaminados com HPAs.
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VARANASI et al. (1989) observaram que linguado (Parophrys vetulus), uma
espécie de peixe encontrado na Virginia, Estados Unidos, originario de areas
contaminadas com o benzo(a)pireno, mostravam alta prevaléncia de neoplasias
no figado.

GEIGER e BUIKEMA (1982) testaram a toxicidade aguda e cronica dos
HPAs em Daphnia pulex usando 6leo combustivel e creosoto com cerca de 90%
de HPAs. Em testes agudos produziu-se mortalidade no periodo de até 24 horas
de contato e nos testes crdnicos foram avaliados os pardmetros crescimento e
reproducgdo. A partir destes resultados, os autores concluiram que os HPAs sdo
responsaveis por efeitos de intoxicagdo crénica, reduzindo as taxas de
crescimento e reprodugéo do microcrustaceo planctdnico Daphnia pulex, o que
pode ser extrapolado para outros organismos.

Ao contrario dos pesticidas organoclorados e policlorobifenilas, ndo se
observa acumulacdo de HPAs em tecidos de peixes. Sabe-se que os peixes
metabolizam os HPAs rapidamente em compostos intermediarios que se ligam ao
DNA do figado ou formam conjugados que passam & bile. Os HPAs sio
transformados em epoOxidos, fendis, quinonas, dihidrodidis, ou em outros
compostos na primeira fase do processo de biotransformacdo. Na segunda fase,
0s produtos formados conjugam-se com substéncias altamente hidrossoltveis
como tripeptideo de glutationa e aglcar derivado do acido glucurdnico (POINTET

e MILLIET, 2000).
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5 — Aspectos Toxicologicos

De acordo com testes em animais de laboratorio, os compostos
benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno, benzo(a)antraceno, indeno(1,2,3-c,d)pireno
e dibenzo(a,h)antraceno s&o apontados como HPAs carcinogénicos (LO e SANDI,
1978; FAZIO E HOWARD, 1983; [ARC, 1983; KRAMERS e VAN DER HELJDEN,
1988).

Os HPAs sdo rapidamente absorvidos pela pele, pulmdes e trato
gastrointestinal. A exposi¢8o a estes compostos é geralmente associada com a
formagdo de cénceres de pele e pulmdo, além de outros processos
carcinogénicos no homem. Além das propriedades carcinogénicas, os HPAs séo
conhecidos por serem citotoxicos quando induzidos por metabolismo enzimatico
(STRICKLAND et af., 1996).

O potencial carcinogénico dos HPAs deve-se ao fato de serem
biotransformados por sistemas enzimaticos especificos, formando metabdlitos
responsaveis por varias etiologias do cancer em animais de laboratério (JERINA
et al, 1978, CONNEY, 1982; IARC, 1983). O citocromo P450 é o sistema
enzimatico responsavel pelo metabolismo do B(a)P em benzo(a)pireno diol-
epoxido. Por acdo subsequente da epdxido hidrolase, os epoxidos s3o
transformados em diois (Figura 2). Estes didis sofrem novamente acdo do
citocromo P450 e transformam-se em 9,10 epoxidos, os quais sdo considerados
carcinogénicos. O B(a)P-7,8-diol-9,10-epdxido é apontado como o metabdlito final

de efeito carcinogénico e mutagénico, devido seu alto poder de se ligar
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covalentemente ao grupo 2-amino da desoxiguanosina na fita dupla de DNA

(CONNEY, 1982).
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Percival Pott, em 1775, foi o primeiro autor que relacionou a exposicao
ocupacional a fuligem com a formagio de tumores de escroto em limpadores de
chaminé na Europa (IARC, 1985). Hoje, ja se sabe que grupos da populagdo que
consomem alimentos defumados, individuos em contato com ambiente (dgua e ar)
contaminado, fumantes, e trabalhadores que se expSem diretamente aos HPAs
(bombeiros, trabalhadores de plantas de aluminio e de ago) eliminam produtos de
degradag&o do B(a)P na urina (STRICKLAND et al., 1996).

Novas tecnicas para monitorar a exposi¢do humana a carcinégenos vém
sendo desenvolvidas nos Gltimos anos. Os segmentos de DNA das células
brancas do sangue danificados pelos HPAs e os conjugados como o
benzo(a)pireno diol-epéxido excretados na urina sdo biomarcadores para medir a
exposi¢do aos HPAs (STRICKLAND et al., 1996). O benzo(a)pireno diol-ep6xido
tambem ja foi encontrado ligado ac DNA do célon humano e em lesfes causadas
pela aterosclerose (BARTSCH, 2000).

Tanto no Brasil como em outros paises ndo foram estabelecidos limites
maximos de toleréncia para HPAs em pescados. LARSSON ef al. (1987)
relataram que a Alemanha, a Austria € a Polénia, entre outros paises,
estabeleceram o nivel maximo de 1,0 ng/kg de B(a)P em carnes defumadas. Este
valor tem sido largamente utilizado como indicador arbitrario do potencial
carcinogénico de alimentos contaminados com HPAs (NOLL e TOLEDO, 1997).

No Brasil, a Portaria n° 645 de 16 de dezembro de 1997 da Secretaria de
Vigilancia Sanitaria do Ministério da Satde, estabeleceu que os aromatizantes/

aromas de fumacga nao poderéo transferir mais que 0,03 ppb de 3,4-benzopireno
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no produto final. Para fins de controle analitico, esse valor sera determinado a
partir do 3,4-benzopireno presente no aromatizante/aroma de fumaga utilizado e

da dose adicionada ao alimento/produto pronto para consumo (BRASIL, 1997).

6 — Analise de HPAs

Alguns procedimenios para extracdo de HPAs descritos na literatura
envolvem as etapas de saponificagdo (SPEER ef al., 1990; BAUMARD et al.,
1999), extracdo pelo método de Soxhlet (BIRKHOLZ et al, 1988; JAOUEN-
MDOULET et al., 2000) e banho de ultrasom (FALCON et al., 1996: FALCON et
al., 1999).

Procedimentos mais simples para extracdo de HPAs, como o proposto por
TAMAKAWA et al. (1992), tém sido bastante utilizados. Esta técnica consiste em
extragdo da fragdo lipidica da amostra, previamente saponificada com KOH em
meio etandlico, com subsequente limpeza em cartucho Sep-Pak Silica Plus.
Algumas técnicas analiticas que tém sido empregadas para determinagéo de
B(a)P e outros HPAs em alimentos sdo mostradas na Tabela 3.

O progresso na andlise de HPAs ¢ marcado pela melhoria nos métodos

cromatograficos e dos sistemas de detecgdo empregados. A separagéo de
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Tabela 3 - Técnicas usadas para separacdo e deteccdo de HPAs.

Alimento Técnica/ Coluna Referéncia
Detector

Peixe, frutos do mar e CLAE / fase reversa LAWRENCE e WEBER,

produtos de carne fluorescéncia RP-18 1984

Peixe CG/ massa DB-1301°% BIRKHOLZ et al., 1988

Ostras, mexilhdes, CG / massa DB53 SPEER et al., 1990

peixe e 6leo

Alimenios defumados CLAE / Supelcosil GOMMA et al., 1993

e fumaca liguida fluorescéncia LC/PAH

comercial Cis

Oleos CLAE / Cis PUPIN e TOLEDO 1996
fluorescéncia aeb

Carnes defumadas CG / ionizacéo DB5* NOLL e TOLEDO 1995

de chama

Oleos CLAE/ Cis TOLEDO e CAMARGO
fluorescéncia 1998

Truta defumada CLAE/ Supelcosil MORET et al., 1999
fluorescéncia LC/PAH

O
Carnes, peixes e CLAE / Cews FALCON ef al., 1999

queijo defumado

fluorescéncia

(") octodeciisiloxano

(*) metilpolisiloxano com 6% de cianopropilfenil

(*) metiipolisitoxano com 6% de fenil

(*) polifenilsiloxano com 5% de fenil

CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia

CG: cromatografia gasosa



extratos purificados de amostra tem sido feita utilizando-se métodos
cromatograficos em coluna e em camada delgada (VASSILAROS et al., 1982).

Em estudo conduzido para comparar as técnicas de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLLAE) e cromatografia gasosa (GC) para andlise de HPAs,
DENNIS et al. (1984) reportaram resultados similares, ndo havendo diferenca
significativa entre as duas técnicas quanto a repetibilidade, conforme indicado
pelos desvios obtidos.

A separagao de HPAs por CLAE usando octadecilsilano (C.;) como fase
estacionaria ligado quimicamente foi descrita pela primeira vez por SCHIMIT ef al.
em 1971. A popularidade do uso de CLAE com fase reversa deve-se & grande
seletividade desta técnica para separar isbmeros de HPAs (WISE et al., 1993).

E muito comum o uso de solventes orgénicos nas metodologias analiticas
que utilizam a CLAE, e isto se deve principalmente & caracteristica apolar dos
HPAs. Alguns solventes usados nas extracbes e na separagdo de HPAs por
CLAE sao mostrados na Tabela 4.

WISE et al. (1993) apontam como vantagens do uso técnica de CLAE com
detector de fluorescéncia (CLAE-FL) a aplicabilidade para varios tipos de matrizes
(alimentares e ambientais), grande sensibilidade e deteccéo seletiva para HPAs.
Os mesmos autores obtiveram resultados semelhantes comparando a CLAE-FL
com a GC com espectrometria de massa (GC-MS), sendo que a CLAE-FL foi
considerada mais eficiente por detectar a presenca de isdmeros mais facilmente

que a GC-MS.



Tabela 4 - Alguns solventes usados em extragdes e como fase mével nas andlise

de HPAs por CLAE.

Matriz Extracéo Fase Movel Referéncia
Peixe, salsicha e dimetilformamida / acetonitrila / DENNIS et af.,
presunto defumado ciclohexano agua 1984
Oleo comestivel, dimetilsulféxido acetonitrila / LAWRENCE e

espinafre, leite em po

e outros alimenios

Bebida, cereal, farinha,
pao, bolo, e outros

alimentos

Bacon, peru, saisicha
e outros alimentos

defumados

Saisicha defumada e

ndo defumada

FPeixe defumado

Oleo

Sedimento

(DMSO), hexano e

metanol

agua

dimetilformamida e acetonitrila /

ciclohexano agua
DMSO e 1,1,2- metanol /
tricloro- acetonitrila

1,2,2 trifluoretanc

DMSO e n- acetonitrila /
hexano ~agua
cloroférmio pentano /

diclorometano

acetonitrila e hexano acetonitrila /

agua
polioxietileno acetonitrila /

(POLE) agua

WEBER 1984b

DENNIS et af.,
1991

YABIKU et al.,
1993

FALCON et al.,
1996

MORET ef al.,
1899

TROCHE et al.,
2000

PINO et al., 2000
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7 — Avaliagdo da Metodologia

O protocolo de qualquer método analitico deve conter procedimentos que
avaliem a padronizagdo das etapas de extragdo e quantificagdo assim como a
afericdo do equipamento. A padronizagéo analitica € a propria validaggo analitica
e mede a confiabilidade dos resultados analiticos através da estimativa de
parametros como a linearidade, exatiddo, recuperacdo, precisdo, limite de
detecgéo (LD) e de limite de quantificagéo (LQ) e estabilidade do analito (CHASIN,
1994).

JENKE (1996) considerou gue ndo existe ainda um mecanismo bem
definido para o desenvolvimento de uma avaliagdo analitica. No entanto, &
pertinente que se questione quais pardmetros de validacédo serdo testados, quais
procedimentos especificos (metodos estatisticos, por exemplo) podem ser usados
para avaliar um parametro particular e qual é o critério de aceitabilidade para cada

parametro.

Linearidade

Linearidade e determinada através de graficos de calibracéo seguido de um
tratamento estatistico. As curvas de calibragdo (linearity plot, linear range ou
calibration curve) tém uso estabelecido pela IUPAC e devem ser representadas
por um grafico que correlacione a resposta do equipamento em fungéo de varias

concentracgtes do analito em estudo (JUPAC, 1993).
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A analise de regressdo comumente usada é a dos minimos quadrados, em
que a variavel independente se refere & concentragéo tedrica da substancia em
questdo e a variavel dependente (eixo vertical ou y) corresponde aos valores de

area obtidos para cada concentragdo do padrdo (CHASIN, 1994).
Limite de Deteccgéo

Na pratica, o limite de detecgdo é determinado como a menor concentracao
do analito que pode ser diferenciada do ruido do sistema com seguranca. Quando
se faz uma medida de uma determinada amostra, o sinal observado no detector
(S)) & na verdade o somatério do sinal da presenca de uma certa quantidade de
analito (S,) mais o sinal do ruido (S,).

Um procedimento comum é aceitar-se como limite de detecgéio (LD) a
concentragdo ou massa de analito o que gera um sinal trés (K=3) vezes maior do
que o ruido do sistema, ou seja, LD=3N (FABRE, 1999). Outra forma & definir-se o
LD como a concentragdo ou massa de analito que produz um sinal igual a 3s,
onde s € o desvio padréo do ruido medido empregando-se um branco, ao invés

de apenas sinal do equipamento (American Chemical Society, 1980).

Limite de Quantificacdo

O limite de quantificagdo (LQ) corresponde a menor quantidade de um
analito que pode ser quantificada com exatiddo e com uma preciséo determinada.
Esta precis&o, na pratica, é aceita com um coeficiente de variagdo de até 10% e

uma exatidédo de = 10% (FABRE, 1999). Pode também ser definido em relacao ao
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ruido empregando-se o branco como referéncia. Valores ao redor de 10s (sendo s
0 desvio padrdo do sinal gerado empregando-se um branco) sfo comumente

aceitos (American Chemical Society, 1980).

Repetibilidade

Em analises cromatograficas é desejavel conhecer a repetibilidade de pelo
menos dois pardmetros: tempo de retencdo e area ou altura do pico. A
repetibilidade do tempo de retencio é importante porque, na maioria das analises
cromatograficas, ele é usado para confirmar qualitativamente a identidade dos
compostos. A repetibilidade da area de um pico tem relevancia por ser o
parametro utilizado na quantificagdo do composto de interesse.

A forma normalmente usada para estimar repetibilidade & pela equacéo

(CHASIN, 1998) r=7x 2 x s+ onde: ¢ pode ser usado como aproximadamente 2,
um valor obtido da tabela de Student a 95% de probabilidade e sr é o desvio
padrdo da repetibilidade. N&o existe uma regra geral para valores de

repetibilidade de tempo de retengéo e de area (FABRE, 1999).

Precisdo

A precisdo reflete a variagdo dos resultados quando analises repetidas séo
feitas na mesma amostra, e dependem dos erros aleatorios que produzem
flutuagbes ocasionais nos resultados. Uma forma comum de se expressar

precisdo ¢ pelo coeficiente de variacdo (CV) ou desvio padréo relativo (RSD), que
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é dado pela equagdo: CV =~‘§—>< 100(CHASIN, 1994), onde S é o desvio padrdo e x
X

e a média.

Confirmacédo

Em um protocolo de andlise também & necessario que se avalie
qualitativamente a similaridade entre o composto de interesse medido na amostra
e um padrao gquimico de referéncia conhecido. Esta avaliacdo deve se basear em
metodos analiticos ou condi¢es analiticas diferentes daquelas usadas no método

analitico testado (American Chemical Society, 1980).
Recuperagdo

A recuperagdo do método € derivada das medidas de amostras simuladas,
isto &, aquelas que sdo adicionadas de varias quantidades de analito em
concentragbes conhecidas. A recuperagdo é determinada da seguinte forma
(American Chemical Society, 1980):

C(achado)
=
Cladicionado)

Yerecuperado = 100

Métodos de extragdo com taxas de recuperagBes menores que 60% s&0
desaconselhados pela dificuldade de se obter valores exatos com eles. De acordo
com JENKE (1996), os resultados dos ensaios de recuperacdo para serem

considerados aceitaveis devem estar entre 75% e 125%.
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Determinacéo de benzo(a) pireno em pescados

comercializados em Campinas-SP

Azeredo, A. e Toledo, M.C.F.

RESUMO

Peixes, camarbes, mexithdées e carnes de siri frescos e processados,
comercializados na regido metropolitana de Campinas/SP, foram analisados
quanto a presenga de benzo(a)pireno (B[a]P). A metodologia utilizada envolveu
extragdo com n-hexano, purificacdo em Sep-Pak silica Plus e determinacao por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia. A presenga
de B(a)P foi detectada em todas as amostras analisadas, em guantidades
variando na faixa de 0,03 a 3,45 ug/kg. Os maiores niveis de contaminagdo foram

encontrados em produtos defumados e mexilhées.
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Determination of benzo(a)pyrene in seafood

in Campinas (SP) market.

Azeredo, A. e Toledo, M.C.F.

ABSTRACT

Fresh and processed fish, shrimp, mussels and crab meat commercialized in the
metropolian area of Campinas, SP, Brazil, were analysed for benzo(a)pyrene
(B[a]P). The methodology involved extraction with n-hexan, clean-up on Sep-Pak
silica Plus and determination by high performance liquid chromatography with a
fluorescence detector. B(a)P was detected in all samples analysed at levels
ranging from 0,03 to 3,45 ng/kg. The highest levels of contamination were found in

smoked products and mussels.
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1 - INTRODUGAO

Hidrocarbonetos  policiclicos aromaticos (HPAs) s&o contaminantes
amplamente distribuidos no ambiente [10, 27], cuja importancia se deve a seu
potencial carcinogénico em animais de laboratorio [11] e por relacionarem-se com
alguns tipos de cancer no homem [24]. Entre os HPAs carcinogénicos destaca-se
o B(a)P que, por ser o mais bem estudado do grupo e pela sua potente agéo
carcinogénica [16, 6], tem sido utilizado como indicador da presenga de HPAs em
alimentos [5, 26].

A cada ano s&o derramados nos mares de todo o mundo cerca de cinco
milhdes de toneladas de petroleo, uma conhecida fonte de HPAs [7]. Estes
compostos sdo persistentes, principaimente em ambientes aquaticos, devido a sua
baixa solubilidade em agua e pela tendéncia a se associarem com material
particulado, uma importante fonte de alimento para um grande numero de
organismos marinhos [3, 20].

Peixes ndo processados apresentam concentragbes de HPAs bastante
baixas, mesmo quando capturados em locais contaminados. Isto se deve 2 grande
habilidade do sistema metabdlico de peixes em biotransformar HPAs em didis,
epoxidos e outras substancias [21]. Peixes defumados sob condigGes controladas
tém normalmente quantidade inferior a 1 pg/kg de B(a)P (na faixa de 0,1 a 0,5
ug/kg), porém, estes valores podem ser ultrapassados no caso de defumacéo

caseira. A incidéncia de céncer de estémago em grupos da populacdo da Nigeria
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[1] e dos paises Balticos [4] tem sido relacionada com o grande consumo de peixe
defumado artesanalmente, contendo elevados niveis de HPAs.

Os moluscos, por néo possuirem mecanismos rapidos de biotransformacéio
e, com isso, acumularem HPAs e outros poluentes, sdo considerados organismos
sentinela e tém sido largamente utilizados para monitoramento ambiental [9, 12,
15].

Varios métodos para a determinacdo de HPAs em alimentos utilizando
analise cromatografica j& foram descritos na literatura e muitos deles envolvem
etapas de saponificagéo, extracdo da fragéo insaponificavel por meio de particdo
liquido-liquido, purificagéo da amostra e separagio por CLAE [22, 25].

Até o presente, desconhecem-se pesquisas dirigidas ao monitoramento da
presenca de B(a)P em pescados disponiveis no mercado brasileiro, embora ja
existam trabalhos que descrevam a ocorréncia deste contaminante em outros
alimentos como dleos e produtos carneos [19, 22, 26]. Esta pesquisa teve como
objetivo quantificar B(a)P em amostras de pescados frescos e processados

disponiveis no comércio local da regido metropolitana de Campinas.
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2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 - Amostras

Amostras de diferentes marcas de filés de peixe seco e congelados (n=9),
mexilhdes congelados e enlatados (n=4), peixes defumados (n=4), camardes
congelados e enlatados (n=4), carne de siri congelada e enlatada (n=3), sardinha
enlatada (n=5) e atum enlatado (n=5) foram adquiridas em supermercados na
cidade de Campinas/SP durante o ano de 2000. A amostra de tainha defumada
artesanalmente foi obtida no municipio de Ilha Comprida/SP, junto aos
pescadores. Trés lotes de cada produto de uma mesma marca foram combinados,
homogeneizados em processador alimentos e analisados em duplicata. Todas as

amostras enlatadas foram drenadas antes de serem homogeneizadas.

2.2 - Metodologia

2.2.1 - Extracac

Foi utilizado o metodo de extracdo sugerido por TAKAMAWA et al. [25] com

algumas modificagbes, conforme descrito a seguir.

Amostras previamente homogeneizadas em multiprocessador WALITA ®

foram pesadas em balGes de fundo redondo onde foram adicionados 200mL de

etanol, 35mL de solugdo de KOH 50% e algumas pérolas de vidro. A etapa de
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saponificacéo foi realizada em banho maria a 100° C, sob refluxo, por duas horas.
Apos resfriamento a temperatura ambiente, os baldes com material saponificado
foram adicionados de 150mL de n-hexano e agitados. Esta mistura foi transferida
quantitativamente para um funil de separacdo de 500mL, onde foi homogeneizada
vigorosamente por 5 minutos. Os balSes foram lavados com duas porcbes de
20mL de etanol e estes volumes adicionados ao funil de separagdo. O funil de
separacéo foi agitado mais uma vez e esperou-se a separacgéo das fases organica
e aquosa. A fase aquosa foi transferida para outro funil de separagéo e a extracdo
foi feita com mais duas porgSes de 150mL e 100mL de n-hexano. Os volumes de
n-hexano resultantes das particdes foram combinados e lavados com 100mL de
agua destilada. O extrato final de n-hexano foi seco por filtragdo com sulfato de
sodio anidro e concentrado até aproximadamente 4mL, em evaporador rotativo a

vacuo & 40°C.

2.2.2 - Purificagdo da Amostra

Um cartucho de Sep-Pak silica Plus (WATERS ®) foi conectado a uma
seringa e lavado com 30mL de n-hexano, antes de receber os 4mL do extrato
obtido pelas parti¢ges. O cartucho foi eluido com 25mL de n-hexano e o volume
final concentrado até secura, em evaporador rotativo a vacuo, & 40°C. O
concentrado foi dissolvido em 1mL de acetonitrila e passado em filtro MILLEX
(MILLIPORE @) com poros de 0,45um de diametro. Esta etapa também foi feita de

acordo com TAKAMAWA et a/. [25].
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2.2.3 - Desenvolvimento Cromatografico

A separacao foi feita por CLAE em cromatografo equipado com bomba
quaternaria Waters 600 e injetor automatico Waters 717. A separacdo isocratica
foi feita em coluna cromatografica VYDAC C18 (ODS) de 20cm x 4,6mm d.i., com
particulas de 5um, a temperatura de 33°C. A fase movel foi constituida por
acetonitrila : agua (85 : 15, v/v), em vazio constante de 0,5mL/minuto. A detec¢ao
foi feita com Xexc @ 294nM € e @ 404nm. O volume de injecdo foi de 20ul. A
identificagdo do composto foi feita comparando o tempo de retencdo do padrdo
com o das amostras e por co-cromatografia. A confirmacéo do pico foi feita nas
mesmas condigdes cromatograficas descritas anteriormente, variando-se apenas
0 hem do detector para 424nm. Este procedimento foi sugerido e usado por

FALCON et al. [5].

2.2.4. Quantificagao

Foi empregado o método de padronizacdo externa para a quantificacdo do
B(a)P [17]. Uma curva analitica construida com sete concentragbes diferentes de
B(a)P (0,5 a 22ug/L) foi obtida através de analise de regressdo. A concentragio do
analito foi calculada a partir da equacéo da reta obtida desta curva, em funcéo da
area integrada dos picos. Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram
calculados com base nos procedimentos descritos pela American Chemical

Society [2].
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2.2.5- Recuperacgao do Método

Amostras de filé de pecada enriquecidas no principio da extracdo com dois
niveis conhecidos de padrdo de B(a)P foram usadas para avaliar a recuperacao
do procedimento analitico [2]. As amostras foram analisadas em triplicata. A
analise do branco para verificar a pureza dos reagentes usados na etapa de

extracao também foi executada na avaliagdo do método.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

As recuperagbes de 88 e 96% para as amostra enriguecidas com 2,3 e
4,5ug de B(a)P/25g de amostra, respectivamente, demonstraram a eficiéncia do
método de extracdo. De acordo com JENKE [13] os resultados dos ensaios de
recuperacdo, para serem considerados aceitaveis, devem estar entre 75% e
125%. A preciséo (CV%) do método foi de 6,7% para o menor nivel de fortificacédo
e de 2,9% para o maior nivel de fortificaco.

A repetibilidade da resposta do detector em relagdo a area do pico foi e
tempo de retencdo foi de 97,4% e 99,7% respectivamente. A curva de calibracdo
(r* = 0,9998) foi linear e a analise de regresséo apresentou correlagdo significativa

(p<0,0000 **) entre as variaveis. Os limites de detecgdo e quantificacdo do método
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foram 0,005ug/kg e 0,017ug/kg, respectivamente, e ficaram bem abaixo do limite
referencial de 1pg/kg de B(a)P [6].

Nao foi detectada a presenga de nenhum interferente nos reagentes. A
formagéo de emulsdes durante as etapas de extragdo é um dos pontos criticos na
andlise de HPAs em alimentos [6]. No procedimento de extragdo adotado,
observou-se a tendéncia a formacgdo de emulséo durante a limpeza da fracdo de
n-hexano com agua destilada. Este problema foi minimizado coﬁq 0 emprego de
agitagdo menos vigorosa. Os cromatogramas caracteristicos das amostras
analisadas sao mostrados nas Figuras 1 a 3.

A presenca de B(a)P foi detectada em todas as amostras analisadas
(Tabelas 1 e 2), sendo que em 8 delas a concentracdo encontrada ficou acima do
limite de referéncia de 1ug/kg. As amostras de filé de peixe ndo defumado
apresentaram contaminagdo relativamente baixa (<0,27ug/kg), o que
provavelmente se deve a grande eficiéncia do sistema metabdlico dos peixes para
biotransformar e eliminar este contaminante, conforme j& comentado por outros
autores [14, 18, 20]. A mesma observagao pode ser feita para camardes e carnes
de siri, 0s quais apresentaram contaminacggdo média de 0,14pg/kg. Assim como os
peixes, estes invertebrados tém a habilidade de biotransformar o B(a)P através do
sistema de oxidases de fungio mista [7]. LAWRENCE e WEBER [14] encontraram

quantidades inferiores a 0,05ug/kg de B(a)P em varios peixes ndo defumados.
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FIGURA 1 — Cromatograma do padrdo de B(a)P (a) e das amostras atum em lata
(b) e sardinha em lata (c). Condices cromatogréaficas: fase movel acetonitrila :
agua (85 : 15), fluxo 0,5 mi/min, detector de fluorescéncia, coluna C-18,

temperatura de coluna 33°C. B(a)P, benzo(a)pireno.
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FIGURA 2 — Cromatograma da amostra tainha defurmada pelo processo
caseiro. CondigBes cromatograficas: fase mével acetonitrila - agua (85 : 15), fluxo
0,5 mi/min, detector de fluorescéncia, coluna C-18, temperatura de coluna 33°C.

B(a)P, benzo{a)pireno.
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FIGURA 3 — Cromatograma da amostra salméo defumado em lata. Condicoes
cromatograficas: fase movel acetonitrila : agua (85 : 15), fluxo 0.5 ml/min, detector
de fluorescéncia, coluna C-18, temperatura de coluna 33°C. B(a)P,

benzo(a)pireno.
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Os valores medios de contaminagdo com B(a)P em sardinha enlatada
(0,29ug/kg) foram superiores aos encontrados em atum enlatado (0,16ug/kg) e em
file de peixe (0,08ug/kg). Estes resultados sio compativeis com os obtidos por
LAWRENCE e WEBER [14], que observaram niveis médios de B(a)P de 0,5ug/kg
em sardinha enlatada e valores menores que 0,05ug/kg em “catfish” néo
defumado. N&o foram encontrados na literatura dados sobre a contaminacgdo de
atuns enlatados por B(a)P.

Os mexilhdes e os peixes defumados foram os dois produtos que
apresentaram os maiores niveis de B(a)P. Das trés marcas de mexilhdo
congelado analisadas, apenas uma apresentou contaminagao inferior a Tug/kg. A
amostra de mexilhdo enlatado foi a que apresentou maior nivel de B(a)P
(4,54ug/kg) dentre todas as amostras de analisadas. Este valor é superior aos
relatados por SPEER et al. [23] para diferentes amostras do mesmo produto (0,8 a
1,7ug/kg) e confirma o fato de os moluscos serem organismos filtradores que, ao
contrario dos peixes caracterizam-se por bioacumular HPAs, devido a sua
capacidade reduzida de biotransformagdo e excrecdo [9, 12, 15]. Niveis
relativamente mais elevados de B(a)P em mexilhdes e em peixes defumados tém
sido evidenciados na literatura cientifica [14, 23].

Em todas as amostras de peixes defumados a concentragdo de B(a)P foi
superior a 1ug/kg (1,97 a 3,45ug/kg), reforcando a idéia de que o processo de
defumacéo pode aumentar efetivamente o nivel de HPAs no produto final [29].
Estes valores sdo superiores aos relatados por MORET ef al. [18] e LAWRENCE e

WEBER [14], que determinaram o nivel maximo de 0,5ug/kg de B(a)P em trutas
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defumadas, e inferiores as quantidades encontradas por ZABIK et al. [30] (6,22 -
10.27pg/kg). Os niveis médios de 3,9ug/kg e de 2,46ug/kg de B(a)P encontrados
em salmdo defumado por GOMMA et al. [8] e por FALCON et al. I6],
respectivamente, sdo mais proximos daqueles obtidos no presente estudo.

Os HPAs que se acumulam na superficie de alimentos defumados s&o
formados durante a queima da fonte geradora de fumaga [30]. As diferengas entre
os valores encontrados neste estudo e os descritos na literatura podem ser
parcialmente atribuidas ao grau e/ou processo de defumacgdo empregado para a
defumagdo dos peixes [8, 14]. Produtos defumados industrialmente em geral
apresentam quantidades menores de HPAs reiativamente aqueles que receberam
defumacéo artesanal [14]. A amostra de tainha analisada no presente estudo foi
defumada a uma distancia de 1,50m da fonte comburente, em cdmara fechada,
por um periodo de aproximadamente 36 horas. O grande tempo de defumacéo e o
contato direto do peixe com a fumaga podem ser considerados como os principais
responsaveis pela alta contaminacéo por B(a)P deste pescado.

Niveis de B(a)P maiores que os encontrados em pescados ja foram
descritos em outros alimentos comercializados no Brasil. Teores meédios de
10,9ug/kg foram relatados em azeites de oliva [22] e de 7,67ug/kg em dleos de
milho [26]. NOLL e TOLEDO [19] determinaram niveis de B(a)P superiores a
Bug/kg em produtos carneos submetidos 2 defumagéo caseira enquanto YABIKU
[28] relatou contaminagdo na faixa de 0,2 a 1,8ug/kg em diferentes produtos

defumados industrialmente.
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TABELA 1 - Teor de B(a)P em peixes.

Amostras B(a)P (ug/kg)
Filés de peixes Produto/marca Média Desvio padrao
Merluza 0,03 0,01
Cacéo 0,04 0,01
Pescada ND -
Mapara 0,11 0.03
Corvina 0,06 0,08
Surubim 0,05 0,02
Truta 0,09 0,03
Bacalhau salgado 0,27 0,09
Sardinha fresca 0,11 0.03
média 0,08
Sardinha em [ata
Marca 1 0,53 0,08
Marca 2 0,12 0,09
Marca 3 0,28 0,01
Marca 4 0,18 0,06
Marca 5 0,32 0.03
média 0,29
Atum em lata
Marca 1 0,09 0,01
Marca 2 0,33 0,03
Marca 3 0,15 0,01
Marca 4 0,12 0,03
Marca 5 0,09 0,01
média 0,16
Defumados
Saimdoem lata * 2,44 0,16
Salméao * 2,74 0,98
Surubim * 1,97 0,34
Haddock * 2,01 0,12
Tainha ** 3,45 1,09
meédia 2.5

Os valores correspondem a média de determinagdes em duplicata
ND = néo detectado (< 0.005ug/kg)

(*) Defumacéo industrial

(*") Defumacao caseira
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TABELA 2 - Teor de B(a)P em frutos do mar

Amostras B{a)P (ng/kg)
Camarido Produto/marca Média Desvio padrdo
Camaréo em lata 0,13 0,01
Camaréo congelado | 0,06 0,02
Camardo congelado i 0,05 0.03
Camaréo congelado 1l 0,34 0.18
média 0,14
Mexilhao
Mexilh&o lata 4,54 0,63
Mexilh&do congelado | 1,08 0,32
Mexilhdo congelado I 3,41 1,76
Mexilhdo congelado il 0,45 0,19
média 2,37
Carne de siri
Carne de siri em lata 0,32 0,2
Carne de siri congelada | 0,09 0,38
Carne de siri congelada 1 0,02 0,11
média 0,14

Os valores correspondem & média de determinagées em duplicata
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4 - CONCLUSAO

A presenca de B(a)P foi observada em todas as amostras analisadas,
embora em niveis relativamente inferiores aos relatados para outras categorias
de alimento comercializadas no Brasil. Peixes frescos, camardes e carne de siri,
devido ao seu habil sistema de biotransformacso, contém baixos teores de B(a)P,
nao representando importante fonte de exposicio a este contaminante. Peixes
defumados e mexilhdes, como esperado, foram os alimentos que mostraram os
niveis mais elevados de B(a)P, o que pode se tornar um motivo de preocupacao.
Recomenda-se, portanto, que esta pesquisa seja repetida, abrangendo um maior
ndmero de amostras, de forma a melhor caracterizar a contribuicdo dos mexilhdes
e peixes defumados como fonte de B(a)P na dieta de grupos especificos da

populagéo, que consomem regularmente estes alimentos.
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