UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA CENTRO DE CIENCIAS
FISICAS E MATEMATICAS DEPARTAMENTO DE QUIMICA

RELATORIO DE ESTAGIO SUPERVISIONADO

RELATORIO DE ESTAGIO SUPERVISIONADO DESENVOLVIDO NO
LABORATORIO FEDERAL DE DEFESA AGROPECUARIA (LFDA) - SECAO
LABORATORIAL AVANCADA (SAO JOSE/SC)

Carlos Augusto Vieira

FLORIANOPOLIS - SC

Marco/2024



CARLOS AUGUSTO VIEIRA

RELATORIO DE ESTAGIO SUPERVISIONADO DESENVOLVIDO NO
LABORATORIO FEDERAL DE DEFESA AGROPECUARIA (LFDA) - SECAO
LABORATORIAL AVANCADA (SAO JOSE/SC)

Relatério de Estagio Supervisionado (QMC 5515)
apresentado ao Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina como
requisito para a obtencdo do Titulo de Bacharel
em Quimica Tecnoldgica.

Orientador: Prof. Eduardo S. Chaves
Supervisor: Dr. Rodrigo Barcellos Hoff

FLORIANOPOLIS - SC

Marco/2024



Vieira, Carlos Augusto

Pelatério De Estagio Supervisionado Desenvolvido No
Laboratério Federal De Defesa Agropecudria (LFDR) - Secdo
Laboratorial Avancada (S83c José&/sC) /Carlos Bugusto
Vieira ; supervisor, Eduardo Sidinei Chaves, coorientador,
Rodrigo Barcellos Hoff, 2024.

33 p.

Belatdrio de Estiagio - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Filsicas e Matematicas,
Graduacdo em Quimica - Bacharelado, Floriandpolis, 2024.

Inclul referéncias.

1. Quimica - Bacharelado. 2. Biotoxinas marinhas. 3.
Moluscos bivalves. I. Chaves, Eduardo Sidinei. II. Hoff,
Rodrigo Barcellos . III. Universidade Federal de Santa
Catarina. Graduacio em Quimica - Bacharelado. IV. Titulo.




Carlos Augusto Vieira

Titulo: Relatério De Estagio Supervisionado Desenvolvido No Laboratoério Federal De
Defesa Agropecuaria (LFDA) - Secado Laboratorial Avancada (S&o José/SC)

Este Trabalho de Concluséo de Curso foi julgado adequado para obtenc¢éo do titulo de

Bacharel em Quimica Tecnoldgica e aprovado em sua forma final pelo Curso de Quimica

Florianépolis, 05 de dezembro de 2023.

Documento assinado digitalmente

Miguel Soriano Balparda Caro

Data: 04/03/2024 08:39:22-0300

CPF: ***.282.530-"*

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Coordenacéo do Curso

Banca examinadora

Documento assinado digitalmente

Eduardo Sidinei Chaves

Data: 01/03/2024 07:50:06-0300

CPF: ***.185.439-**

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof. Eduardo S. Chaves, Dr.
Orientador

Documento assinado digitalmente

MONALISA AZEVEDO MOREIRA COSTA

Data: 02/03/2024 18:06:31-0300
CPF:***.071.376-""

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Monalisa Moreira
Instituicdo Quimica/lUFSC

Documento assinado digitalmente

Luciano Vitali

Data: 01/03/2024 16:30:14-0300

CPF: ***.529.060-*"

Verifigue as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof. Luciano Vitali, Dr.
Instituicdo Quimica/UFSC

Floriandpolis, 2024



RESUMO

Para promover a garantia de alimentos de qualidade e evitar fraudes nos
processos de producdo, a fiscalizagdo e monitoramento de alimentos se prova
necessaria, visando a seguranca da populacdo contra problemas causados por
alimentos intoxicados. Para isso 0 Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA) € o 6rgao responsavel pelo monitoramento e fiscaliza¢do de
produtos destinados a alimentacdo de origem animal. Através dos Laboratérios
Federal de Defesa Agropecuéria (LFDA) e das Secéo Laboratorial Avancada (SLAV)
o MAPA realiza diversos tipos de andlises para produtos no Brasil. Este trabalho
descreve as atividades vivenciadas durante o estagio supervisionado realizado na
SLAV de Sédo José/SC. Assim, foi possivel vivenciar e participar de atividades de
rotina em laboratério de referéncia nacional, onde ocorreu 0 acompanhamento de
diversos tipos de analises de produtos de origem animal incluindo desde o processo
de recepcdo das amostras até a verificacao e expressao dos resultados. Tendo como
destaque a determinagdo de biotoxinas marinhas em moluscos bivalves por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometro de massas.

Palavras-chave: Pescados, Biotoxinas marinhas, Moluscos bivalves, MAPA.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABNT- Associacao Brasileira de Normas Técnicas

HPLC-MS/MS- Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrobmetro de
massas (do Inglés: High-performance liquid chromatography mass spectrometry)
IEC- Comisséao Eletrotécnica Internacional (do inglés: International Electrotechnical
Commission )

INMETRO- Instituto Nacional de Metrologia, Normatizacéo e Qualidade Industrial
ISO- Organizacéao Internacional para Padronizacdo (do Inglés: International
Organization for Standardization)

LFDA- Laboratorio Federal de Defesa Agropecuaria MAPA- Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento

NBR- Norma Brasileira

SLAV/SC- Secéo Laboratorial Avancada de Sao José/SC

IQA-Identidade e Qualidade de Alimentos (IQA)

RCA- Residuos e Contaminantes em Alimentos (RCA)
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1 APRESENTACAO DO LOCAL

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) é um orgao
federal responsavel pela fiscalizacdo de alimentos que sédo produzidos e
comercializados no territério nacional e de produtos de exportacdo para o mercado
externo. Os Laboratérios Federais de Defesa Agropecuaria (LFDAS) séo laboratorios
oficiais que fazem parte do MAPA, e tem como funcdo monitorar e realizar a
fiscalizacdo de alimentos produzidos no Brasil. Conforme ilustrado pela Figura 1, ha
seis LFDAs distribuidos pelo Brasil: na regido Norte, em Belém/PA; na regido
Nordeste, em Recife/PE; na regido Centro-oeste, em Goiania/GO; na regido Sudeste,
em Pedro Leopoldo/MG, com unidades avancadas em Belo Horizonte, Andradas e
Varginha; e em Campinas/SP, com unidade avancada em Jundiai; na regido Sul, em

Porto Alegre/RS, com unidade avancada em S&o José/SC.

Figura 1: Complexos laboratoriais rede LFDA
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Fonte: Ministério da Agricultura e Pecuéria®



Entre estes laboratorios, o LFDA-RS situado em Porto Alegre, € responsével
pela regido sul do Brasil, a este laboratério estd vinculada a Secédo Laboratorial
Avancada situada em Santa Catarina no municipio de S&o José. Os LFDAs séo
laboratérios de referéncia, que realizam analises de rotina seguindo os métodos
oficiais, participam de ensaios de certificacdo, desenvolvem e validam novos
métodos analiticos.

A Sessdo Laboratorial Avancada de Sao José (SLAV/SC), local onde o
estagio foi realizado, € um dos laboratorios de referéncia para analise de alimentos
no estado de Santa Catarina. A SLAV/SC conta com duas unidades laboratoriais:
o Laboratério de Identidade e Qualidade de Alimentos (IQA) e o Laboratdrio de
Residuos e Contaminantes em Alimentos (RCA), respectivamente, identificados
pelas siglas IQA/SLAV/SC e RCA/SLAV/SC. Assim, como todos os laboratérios do
MAPA, os laboratorios da SLAV/SC sédo equipados com tecnologia avancada
destinada a analise quimica, sdo acreditados pelo INMETRO, e atendem os
requisitos da ABNT NBR ISO/IEC 17025, assegurando a confiabilidade,
rastreabilidade e imparcialidade dos seus resultados.

Para atender a demanda de analises, a SLAV/SC conta com uma sala para
recepcdo e cadastro de amostras, salas coletivas contendo computadores,
incluindo acesso ao sistema LIMS (Laboratory Information Management System),
salas de preparo de amostras, balancas analiticas para pesagem, depoésito de
seguranca para reagentes, salas de andlise laboratoriais e local especifico para
lavacao de vidrarias junto dos sistemas de purificacdo de agua para o laboratério.
Assim, as duas unidades laboratoriais pertencentes a SLAV/SC, recebem amostras
de vérias regides do Brasil, entre as principais amostras analisadas estdo: produtos

lacteos e carneos, ragdo animal e pescados.
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2 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

O SLAV-SC possui a creditacao pela ISO/IEC 17025, assim € um requisito que
todos integrantes sejam treinados e tenham conhecimento do sistema de qualidade.
Neste contexto, todos os funcionérios e os estagiarios passam por um treinamento
tedrico e prético, conforme estabelecido pelo Manual da Qualidade do LFDA-RS.
Assim, uma das primeiras atividades do estagio foi conhecer a rotina laboratorial do
SLAV-SC por meio da leitura dos principais Procedimentos Operacionais Padrao
(POP’s) e outros documentos que séo relativos ao funcionamento do SLAV-SC. Neste
documentos, o todos tem acesso aos procedimentos de capacitacdo pessoal,
controle de acesso ao laboratério, formularios de controles de registros
(rastreabilidade de procedimentos e materiais), gestao de trabalho de conformidade
e nao conformidade, rotinas de analise analiticas, medidas de seguranca fisicas e
guimicas do local do trabalho e, ndo menos importante, analises criticas de
certificados de calibracéo de instrumentos calibrados. Apos esse treinamento inicial,
foram realizadas atividades envolvendo o acompanhamento das atividades/analise
de rotina na SLAV/SC, entre estas: a verificacdo da calibracdo das balancas
analiticas, determinacdo de pH em pescado, avaliacdo de dripping test (teste de
gotejamento) em aves, avaliagdo de desglaciamento em pescados congelados,
determinacdo de bases volateis totais (BVT) em peixes e monitoramento de
biotoxinas marinhas em moluscos bivalves.

Entre as atividades experimentais do estagio, a calibragcdo de balancas
analiticas foi uma das atividades realizadas rotineiramente seguindo a norma ABNT
NBR ISO/IEC 17025:2017 (ISO, 2017). Este procedimento é fundamental para
garantir a confiabilidade dos resultados, a checagem da precisao e da exatidao das
balancas utilizadas nos laboratorios da SLAV-SC eram realizadas com pesos padrao,
estabelecendo limites restritos de variacao. As balancas devidamente calibradas séo
fundamentais para qualidade dos resultados de uma analise quimica. No caso
especifico das atividades realizadas durante o estagio, as balancas com a calibracao
em dia eram fundamentais para o controle de qualidade de produtos como aves e
peixes congelados.

Nas aves comercializadas congeladas, se no processo de resfriamento das a

agua excedente ndo for removida antes do congelamento, esta sera contabilizada
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junto com o peso final da ave, aumentando o seu peso real e lesando
economicamente o consumidor. Para garantir que a quantidade de agua de aves
congeladas ndo extrapola os limites da legislagédo (6%), é determinado o teor de agua
congelada na ave por meio do Dripping Test. Esta analise, se baseia na determinacéo
gravimétrica da quantidade liquido perdido por degelo em aves congeladas.
Basicamente, o procedimento consiste em pesar as carcagas congeladas antes e
apos o descongelamento completo em banho de dgua com temperatura e agitacao
controlada.? Posteriormente, o teor de agua é calculado e comparado com a
legislacdo. No caso dos pescados, a conservacdo dos produtos pode ser realizada
por um processo de glaciamento, onde o produto € recoberto com uma fina camada
de gelo. Assim, como mencionado para as aves, a quantidade de agua congelada
gue recobre os pescados ndo deve ser considerada para o peso final do produto.
Neste caso, um teste semelhante ao Dripping Test, chamado de desglaciamento, é
realizado. Este, baseia-se na analise gravimétrica onde a fina camada de gelo que
recobre o pescado € determinada. Neste processo, 0 pescado deve ser pesado antes
e apds a remocao do glaciamento, neste caso, para o descongelamento o produto &
submetido a um banho em temperatura ambiente.Além destas andlises
gravimétricas, andlises como determinacao de pH, determinacdo de bases volateis
totais (BVT) e biotoxinas marinhas em moluscos bivalves foram realizadas.

As medicdes de pH em amostras de pescado eram realizadas rotineiramente,
pois este € um parametro importante para determinar a qualidade destes produtos.
Pescados com valores de pH superiores a 7,5, ndo sao considerados apropriados
para o consumo.* Outro parametro importante para avaliar a qualidade de pescados
sdo as bases volateis totais (BVT), que na SLAV-SC eram realizados por acidimetria.
A determinacao das BVT possibilita uma avaliacéo do grau de degradacao do peixe,
pois neste processo sdo produzidos compostos como amoénia, dimetilamina e
trimetilamina, conferindo o pescado o odor caracteristico. O frescor dos pescados
pode ser medido por meio da determinagdo das BVT.° Esta andlise envolve a extragéo
das BVT com &cido forte, seguidas uma neutralizagdo com hidroxido de sodio e
destilacdo por arraste de vapor, as BVT séo coletadas em meio de acido fraco, e
determinadas de titulacéo.®

Dentre as atividades realizadas durante o periodo de estagio, o0 monitoramento

de biotoxinas marinhas em moluscos bivalves foi uma das atividades em que estive



12

mais envolvido. A importancia desta analise pode ser evidenciada pelo grande
consumo de frutos do mar na regido e os riscos a saude humana proporcionados por
esses alimentos quando fora das normas de qualidade. Ainda, esta andlise abordar
guestdes relacionados ao preparo de amostras para andlise quimica, e possibilitou o
contato com técnicas analiticas modernas, tal como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a um espectrometro de massas. Assim, a determinacao biotoxinas

marinhas em moluscos bivalves sera detalhada neste relatorio.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 MOLUSCOS BIVALVES

Frutos do mar sdo mundialmente consumidos e geralmente associados a uma
alimentacao saudavel. O Estado de Santa Catarina é um dos grandes produtores de
furtos do mar, os moluscos bivalves, por exemplo, representam um alto impacto
econdmico, pois o estado é lider nacional da producéo deste produto. ’

Nas regibes litoraneas do Brasil, o0 consumo de frutos do mar € uma pratica
amplamente explorada, principalmente, devido ao ecossistema aquatico rico e
disponibilidade destes produtos. Os moluscos bivalves, como ostras e mariscos
representam uma grande parcela do consumo total de frutos do mar. Dentre os
diversos formas de consumo, as ostras sdo normalmente consumidas in natura e,
neste caso, h4 um risco para a saude humana, pois 0s moluscos realizam sua
alimentacdo através de filtragdo, podendo ocorrendo a retencéo de contaminantes.2

Os moluscos bivalves tém o corpo contido em uma concha formada por duas
partes iguais, sao filtradores, alimentam-se de materiais organicos e inorganicos
através de filtracdo branquial, realizando uma sele¢do quimica e por tamanho do
material absorvido 89. Sendo filtradores, os bivalves s&o dependentes a qualidade de
agua do seu ambiente, toxinas e poluentes quimicos presentes no ambiente ficam
retidos em seus tecidos, com isso, torna-se necessario realizar um controle intensivo
em termos da concentracdo de potenciais contaminantes também nas regifes de
producéo.l® Moluscos produzidos em areas livres de poluicdo, manuseados de
maneira adequada e provenientes de areas onde a agua tem sua qualidade
monitorada sdo seguros para consumo humano, além de ser um alimento

extremamente saudavel. Os moluscos sdo menos caldricos que a maior parte das
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carnes, sdo importantes fontes de &cidos graxos do tipo 6mega-3 e, por isso,
contribuem para a prevencéo de doencas cardiovasculares®.

A maior preocupacéo em relagdo aos moluscos é a possibilidade da ocorréncia
de biotoxinas marinhas. Estas toxinas podem ser produzidas por algas e bactérias, e
guando presente neste ambiente, os moluscos podem acumular essas toxinas

nocivas para os humanos.?

3.2 BIOTOXINAS MARINHAS

As biotoxinas marinhas sao substancias produzidas, em situagdes de estresse,
por organismos como algas e bactérias, que podem contaminar peixes e moluscos.
Essas toxinas podem contaminar os animais marinhos utilizados na alimentagao
humana, especificamente 0s moluscos bivalves, que por serem filtradores,
concentram essas toxinas em seu organismo. Diversos casos sdo reportados
anualmente nos mais diversos paises, tornando necessario a formacao de zonas de
monitoramento para garantir a seguranca dos consumidores. Em 2007 de janeiro,
foram reportados mais de 150 casos de intoxicagéo provocados pela toxina diarreica
no estado de Santa Catarina, revelando um risco de intoxicacdo alimentar pelos
mexilhdes do litoral.*®

Quando consumidas através da ingestdo de alimentos contaminados, essas
toxinas apresentam riscos para a saude humanal®. Esses organismos levam a
intoxicacbes alimentares que geram uma diversidade de sintomas de intensidade
variada, desde nauseas e diarreia até em casos extremos levando a morte.'® Essas
toxinas séo classificadas por grupos de acordo com 0s sintomas que causam pela
ingestdo, entre elas temos: Biotoxinas paralisantes, azaspiracidos amnésicas,

diarreicas e neurotéxicas!4, conforme apresentado na Tabela 1.



Tabela 1: Grupos das biotoxinas
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(Continua)

Grupo da
Biotoxina Biotoxina Estrutura Quimica Acao Toxica Referéncia
Azaspiracidos Azaspiracido Roman et al.
Causa problemas gastrintestinais, £e
seu nome vem devido que a toxina
contém um anel azaspiro pouco
comum,
da qual deriva 0 seu nome:
azaspiracido-1, ou AZAl.
. PSP(paralytic shellfish H2N © Também conhecida como saxitoxina  Schantz et
Paralisantes  pojson )-Saxitoxina Y , | 17
° N Promove a paralisia da musculature al
)|\ \yNHz toracica causando asfixia .
HaN N H
OH
OH
Amnésicas Acido domoéico Caracterizada por nauseas, Bates et al.

R vomitos e diarreia, podendo ter
HN casos mais graves como a perda de
S memoria.

‘rl,___.r’?

HO O
OH

OH
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Tabela 1: Grupos das biotoxinas

15

(Concluséo)

Grupo da Biotoxina Estrutura Quimica Acao Toxica Referéncia
Biotoxina
o _ N\ Formigamento na boca e Baden et al.
Neurotoxicas Brevetoxina “ | ™= nos dedos e dilatacdo da 19
0N ] .
[y pupila,mas nenhum caso de
" fatalidade.
< . Tem efeitos menos graves, Yasumoto et
Diarreicas Acido ocadaico

sendo apenas problemas
intestinais,rara a
necessidade de
hospitalizacdo dos afetados.

al. 20

Fonte: Adaptado de Edison.B. 2009.%°
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Dependendo da classe e da concentracdo da biotoxina ingerida, os efeitos no
organismo podem apresentar grande riscos a saude humana, a maioria desses
efeitos envolvem sintomas neurologicos ou gastrointestinais. A Saxitoxina que
apresenta efeitos letais, tem como limite maximo permitido 0,8 mg/100 gramas de
carne de molusco. Neste contexto, analises rapidas e precisas para o controle de
gualidade dos moluscos séo fundamentais para garantia da qualidade do produto e

para satde humana. 2*

3.3 METODOS ANALITICOS PARA DETERMINACAO DE BIOTOXINAS
MARINHAS

Para tornar o consumo de moluscos uma atividade mais segura € necessaria
monitorar continuamente a concentracao de biotoxinas nesses alimentos. Para isso
h& programas de monitoramento de biotoxinas nas regides de producao e, alguns
métodos analiticos sdo utilizados para a determinacéo de biotoxinas. 2

Os bioensaios sdo comumente utilizados como referéncia em nivel
internacional, mas ndo possuem especificidade e sensibilidade para diferenciar as
diferentes toxinas detectadas. Este método consiste em avaliar a relacdo da dose
administrada e o tempo de morte de camundongos. 2.

A andlise de nanoporo proteico € uma proposta mais recente devido ao avanco
da nano biotecnologia, onde utilizam-se nanoestruturas bioldgicas como proteinas
formadas de poros em membranas, que atuam como biossensores para reconhecer
as moléculas presentes no meio. Ao passar moléculas através dos poros, causa uma
mudancga na corrente elétrica que sera detectada, e através disso se identifica
moléculas com alta preciséo??.

Os imunoensaios enzimaticos também séao utilizados para a deteccédo das
biotoxinas. Se baseia na deteccéo da ligacao toxina-anticorpo, atraveés da reacao do
anticorpo e um substrato que gere um sinal mensuravel, na qual a ligagdo toxina-
anticorpo é detectada por uma reacao de anticorpo ligado a enzima e um substrato
para a enzima que gera um sinal mensuravel. A desvantagem deste método € que a
reatividade de um anticorpo com diversas toxinas nem sempre é satisfatéria. 2

Dentre esses métodos a cromatografia liquida se destaca, pois, pode ser
combinada com variados sistemas de deteccdo, combinando com um espectrémetro

de massas se tem as vantagens da cromatografia (eficiéncia de separacéo e alta
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seletividade) com as vantagens do espectrometro (ganho da informacéo estrutural e
aumento da seletividade), apresentando ainda outras diversas vantagens como a
rapida resposta, a confiabilidade nos dados e capacidade de analisar matrizes

complexas.

3.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS
LC-MS/MS

A cromatografia liquida € um método baseado na separacdo dos componentes
presentes em uma mistura através de suas afinidades com as duas fases, a movel e
a fase estacionaria. O solvente, também denominado por fase movel, carrega os
analitos através da coluna, e a separacdo desses componentes ocorre com base na
velocidade de migracdo dos componentes na fase movel. Quando as moléculas
passam pelo detector que acusa a presenca dos analitos, o sinal ali gerado é

convertido e plotado como cromatogramas. 242°

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas realiza o
processo de quando apés a separacdo cromatografica o fluxo presente na fase mével
€ levado ao espectrbmetro de massas, onde ocorre a ionizacdo das moléculas
presentes, vaporizando o solvente e conferindo carga elétrica as moléculas. Os
compostos entdo passam por um analisador de massas que separara 0s ions

baseando-se pela massa dos analitos. 242

Como matrizes de alimentos apresentam elevada complexidade, é necessario
utilizar técnicas analiticas capazes de oferecer a sensibilidade e seletividade
adequada para uma determinada analise. A partir disso as técnicas cromatograficas
de analise em conjunto da espectrometria de massas, se mostra como uma técnica
de separacdo vantajosa em analises de substancias complexas, assegurando uma
maior exatiddo do que quando realizando o procedimento apenas com base na

retencdo dos compostos. 2°

3.5 DETERMINACAO DE BIOTOXINAS MARINHAS EM MOLUSCOS BIVALVES
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Atualmente na SLAV/SC a determinacao das biotoxinas segue o método de

Molognoni?®, o qual baseia-se na extracdo soélido-liquido assistida por ultrassom e
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utilizando como solvente metanol acidificado. Neste processo, os analitos de uma
matriz solida sao facilmente transferidos para uma fase liquida. Para aumentar a
frequéncia analitica, reduzir o consumo de reagentes e producdo de residuos, o
método também propde uma etapa de triagem, onde as sdo combinadas até 10
aliquotas das amostras para realizacdo de uma andlise. Essa alternativa, torna o
método atrativo para aplicacdo em laboratérios de andlises e conexo com 0s

conceitos da quimica verde.
3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Acompanhar as analises para o monitoramento da concentracdo de biotoxinas
marinhas em moluscos bivalves utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia

acoplada a espectrometria de massas.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Realizar o preparo de amostras de moluscos bivalves para determinacdo de

biotoxinas marinhas em moluscos bivalves por LC-MS/MS

« Acompanhar e auxiliar na realizacdo das analises de biotoxinas marinhas moluscos
bivalves utilizando LC-MS/MS

« Compreender o processamento e tratamento dos dados analiticos das andlises de

biotoxinas marinhas moluscos bivalves.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 REAGENTES E AMOSTRAS

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Acido cloridrico (HCI) e
acido acético (AA) e acido férmico (AF), Formiato de amonio e hidréxido de sddio
(NaOH) (Sigma Aldrich, EUA) foram utilizados para o preparo das amostras e analises
das biotoxicas. Metanol (MeOH) e acetonitrila (ACN) de grau cromatografico (J.T.
Baker, EUA) foram utilizados para as analises cromatogréaficas. Agua ultrapura com
resistividade minima de 18,3 mQ cm foi utilizada para o preparo de reagentes,
solucBes e amostras. Os padrdes analiticos de biotoxinas marinhas foram fornecidos
pelo Laboratério CIFGA S.A. (Lugo, Espanha). As amostras de moluscos eram
recebidas congeladas de diversas regides do litoral de Santa Catarina. Antes do inicio
do preparo dessas amostras, eram colocadas em banho de agua até atingir a

temperatura adequada para o processamento.
4.2 INSTRUMENTACAO

A determinacédo de toxinas foi realizada utilizando cromatografo liquido modelo
1290 Infinity system from Agilent Technologies (Waldbronn, Germany). A separacao
cromatografica foi alcancada ao utiliza uma fase estacionaria de di- isopropil-3-
aminopropil silano ligado a silica hidroxilada (Zorbax 300 Stand Boat- CN, diametro
interno de 150 x 4,6 mm, tamanho de particula de 5 um, 300 A, Agilent Technologies,
Inc., Santa Clara, CA, EUA). A coluna foi mantida a 35 °C, o volume de injecéo foi 15
uL, e o celular o fluxo de fase foi de 500 uL mint. A fase mével foi composta por
solvente A (dgua com 0,1% de &cido férmico e 2,5 mmol L* de am6nio formato) e
solvente B (ACN com 0,1% de acido férmico e 2,5 mmol formato de amonio L1). A
eluicdo em modo gradiente, como segue: 95% A (0-2 min), 15% A (2-4 min), 10% A
(4-7 min) e 95% A (7-10 min). Um tempo de equilibrio de 3 min (95% A) foi aplicado
entre analises. A analise por espectrometria de massa (MS) foi realizada em um triplo
hibrido espectrometro de massa com armadilha iénica quadrupolo-linear Qtrap 5500
da Sciex (Foster City, CA, EUA). Para extracdes de ultrassom se utiliza um banho
ultrassoénico (Unique USC-1800, 40 kHz, Brasil)
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4.3 PROCEDIMENTO

A determinacdo de biotoxinas marinhas seguiu o método de Molognoni?® em
conjunto do método de triagem proposto por Deolindo ?7. Os mexilhdes e ostras apoés
descongelarem, foram abertos e deles retirados a parte céarnea, nesta etapa eram
necessarios uma aliquota de 100 g, essa amostra foi entdo homogeneizada com um
mixer. Da amostra homogeneizada, uma aliquota de 2,0 + 0,1 g foi diretamente
pesada em um tubo de propileno tipo falcon de 50 mL. Para etapa de extracao,
adicionava-se 10 mL de solucdo hidrometandlica (90% v/v metanol, 9,9% &agua
ultrapura, 0,1% acido acético glacial), agitado por 30s em agitador de tubos e
mantidos em banho ultrassénico por 20 min. Apos esse processo, as amostras foram
centrifugadas a 4000 rpm na temperatura de 4°C por um tempo de 10 min. O
sobrenadante foi transferido para um tubo de polipropileno de 5 mL, o tubo entéo é
levado ao freezer -20°C por 60 min, e entdo novamente centrifuga-se por 10 min a

4000 rpm e temperatura de 4°C , como representado na Figura 2.

Figura 2 - Representacdo esquematica do procedimento de extracdo da biotoxinas

em processo assistido por ultrassom
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Uma aliquota de 1 mL do sobrenadante € retirada para realizacdo do processo
de triagem, onde repetindo esse processo para outras 9 amostras, reunindo 10 mL
de amostras diversas para realizar a analise da triagem. Se realiza entdo uma re-
extragcdo do precipitado repetindo o processo anterior, coletando 2000 pL do

sobrenadante para posterior andlise dos grupos AZA (Azaspiracido) por HPLC.

Para realizar a analise do acido domodico, transfere-se 50 yL do extrato
previamente adquirido para um vial, e dilui-se 20 vezes, por meio da adicdo de 950

ML de fase movel. A solucéo resultante é analisada por HPLC (Figura 3).

Figura 3 - Representacdo da etapa de diluicdo para analise do acido domaico.

1-Transferir 2-Diluir 20 3-Injetar no
S0yl do extrato vezes com fase cromatografo
mavel

Tl tl"

Para a andlise do acido ocadaico se realiza uma hidrélise, conforme descrita a

seguir. Adiciona-se 250 uL de solugdo de hidréxido de sodio (2,5 mol L) e o tubo foi
agitado em agitador de tubos por 30 s e aquecido em banho de ultrassom a
aproximadamente 76°C por 40 min. Apds esta etapa a amostra é resfriada até a
temperatura ambiente, para entdo a solucéo ser neutralizada com 250 pL de solugéo
de HCI 2,5 mol Lt agitada por 30 s e centrifugado novamente para entdo ser

analisada por HPLC. O procedimento esta ilustrado na Figura 4.
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Figura 4 - Representacdo da etapa de hidrolise para posterior determinacao do

acido ocadaico.
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4.4 SEGURANCA NO LABORATORIO

Durante todo o procedimento foi utilizado equipamentos de protecao individual
EPI, como guarda-pé, luvas, calca e sapatos fechados. Os reagentes foram
manuseados em capelas com exaustores. Todos os residuos foram devidamente
separados e descartados em seus recipientes apropriados fornecidos pelo
laboratorio. Todos os descartes foram tratados pelo sistema de gerenciamento de
residuos do SLAV.

5 RESULTADOS

Devido as normas de sigilo aplicadas nos laboratérios da SLAV, os resultados
obtidos durante o processo de estagio ndo puderam ser utilizados nesse relatorio,
mas foi fornecido um trabalho que serviu de base para o procedimento atualmente
utilizado nas analises. 26 Desta forma, alguns parametros importantes da otimizacéo

do método analito que é atualmente utilizado no laboratério da SLAV serdo

apresentadas como parte dos resultados deste relatorio.
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5.1 PREPARO DAS AMOSTRAS

O preparo de amostras assistido por ultrassom aplicado para determinacéo de
biotoxinas marinhas na SLAV foi devidamente otimizado, conforme demonstrado no
artigo publicado pelos pesquisadores do SLAV.?°A utilizagdo do ultrassom,
possibilitou a reducdo no tempo de preparo das amostras sem prejuizos a
sensibilidade do método analise. Segundo os autores, com uso do ultrassom o tempo
de necessario para realizacdo da extracdo do acido demoico e iessotoxina (YTX) foi
de 10 e 20 min, respectivamente. Esse tempo e significativamente menor que o tempo
necessario para extracdo dos analitos por meio do método tradicional (40 min),
utilizando extracdo com vOrtex sem uso de ultrassom. Para um laboratério como o da
SLAV, que recebe uma grande quantidade de amostras para analises, a reducéao do
tempo de extragcdo representa um importante aumento na frequéncia analitica. Além
da extracdo assistida por ultrassom, o tipo de solvente utilizando tem grande
influéncia sofre a eficiéncia do processo e, por isso, deve ser adequadamente

otimizado.

Atualmente o solvente utilizado para extracdo de biotoxinas na SLAV é
composto por uma solucéo hidrometalonica contendo 90% v/v de metanol, acidificada
com 0,1% de acido acético. A utilizacdo deste solvente, também foi definida apds
otimizacdo da melhor composicéo. O processo de otimizacdo também é descrito no
trabalho de Deolindo et al.?’, onde o solvente para extracdo das biotoxinas foi
otimizado utilizando metodologia de superficie de resposta de planejamento
composto central. Nesta otimizacdo, a influéncia da composicdo adequada do
solvente sobre a eficiéncia de extracdo dos analitos foi avaliada. A porcentagem de
acido acético e metanol no solvente extrator foi realizada considerando as respostas
para extracdo da acido demoico, acido ocadaido e para iessotoxina. A superficie de
respostas obtida, considera a funcédo desejabilidade, uma funcdo que combina as
respostas dos 3 analitos e facilita a definicdo da condi¢cdo de 6tima de compromisso
a ser utilizada. Na Figura 5 esta representada a superficie de repostas obtida por
Deolindo et al. 2 para otimizacdo da composicdo do solvente extrator
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Figura 5: Superficie de resposta para otimizacado da composicao do solvente para
extracdo de acido demoico, acido ocadaido e iessotoxina em processo assistido por
ultrassom
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Fonte: Adaptado de Deolindo et al.?”

Como pode ser observado na superficie de resposta, a funcdo desejabilidade
apresenta uma regido de méximo, indicando as condi¢des onde ha maior efetividade
na extracao dos analitos. Para a porcentagem de metanol, claramente a concentracao
de 90% de metanol ofereceu a melhor condicdo, concentracdes menores ou
superiores a esta, resultam em uma menor eficiéncia de extragdo. Observa-se
também que a variagdo da concentracdo de acido acético na mistura ndo tem
influéncia expressiva sobre a desejabilidade e, consequentemente, na extracdo dos
analitos. Desta forma, os autores optaram por considerar a condicdo experimental
utilizada no ponto central do planejamento, que corresponde a solu¢do contendo 90%
v/v de metanol e 0,1% v/v de acido acético, como condicdo de compromisso para

extracdo dos analitos. Esta mesma condicdo de extracdo tem sido utilizada com

sucesso para a extracao de biotoxinas em andlises de rotina do SLAV.
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5.2 ANALISE CROMATOGRAFICA

A maior limitagdo na determinacao de biotoxinas é a possibilidade de um falso
negativo, erro esse que pode atrasar identificacdo de regides contaminadas, sendo
assim um grande risco para a saude dos consumidores. Para garantir uma deteccdo
efetiva utilizando o método de triagem adorado pelo SLAV considera os limites de
deteccdo em estabelecidos no trabalho de Deolindo et al. 27 , sendo estes: 1.92 ug
kg™ para azaspiracido-1 (AZA-1), azaspiracido-2 (AZA-2), azaspiracido-3 (AZA-3), e
gimnodimina (GYM); 0,96 ug kg* para acido ocadaico(AO), Dinofisistoxina-1 (DTX-
1), Dinofisistoxina-2 (DTX-2), e Pectenotoxinas (PTX) ; e 2,4 ug kg? para &cido
domodico( DA). Embora a literatura reporte limites inferiores para determinacéo destes
analitos, os limites estabelecidos atendem as necessidades para monitoramento de

biotoxinas em moluscos bivalves.

O procedimento de triagem, durante o processo de otimizacado proposto por
Deolindo et al. 27 foi validado por meio de diversas analises para garantir a
identificacdo de possiveis resultados falso positivos ou falso negativos. Segundo os
autores, para identificacdo de possiveis falsos resultados o método apresentou uma
eficiéncia de 100% os todos analitos. Neste procedimento de triagem atualmente
adotado pelo laboratorio da SLAV, sdo analisadas em conjunto um total de 10
amostras, caso o resultado seja negativo, todas as amostras do lote sédo aprovadas,
porem em caso de resultado positivo, todas as amostras do lote sdo analisadas
individualmente. Esse processo, na préatica, garante um aumento na frequéncia

analitica e reduz os custos com reagentes e minimiza a producéo de residuos.

O procedimento utilizado é confiavel e possui boa seletividade, os testes de
seletividade demostrados por Deolindo et al. ?” indicam que ha uma boa separacgdo

dos analitos e ndo ha interferéncias nos picos cromatograficos (Figura 6).
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Figura 6: Teste de seletividade em método de triagem para anélise de AZA-2 (A) e

acido ocadaico (B)
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Fonte: Deolindo et al.?”

Na SLAV, este método de triagem utilizando a extracdo assistida por ultrassom
€ aplicado para analise de diversas amostras semanalmente. Segundo os autores do
artigo que é usado como referéncia para o método aplicado na SLAV 26, durante o
periodo de 2020-2022, detectou-se em areas de cultivo de ostras, elevadas
concentracfes de &cido ocadaico. Destas amostras, aproximadamente 25% das
apresentaram concentracdo acima do limite para essa biotoxina, em concentracdes
de até 30 ug g~*. Esses resultados positivos podem ser facilmente identificaveis pelo

meétodo proposto, conforme ilustrado nos cromatogramas da Figura 7.
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Figura 7: Cromatograma de uma amostra de rotina positiva para acido ocadaico (30
bg.g7Y), uma amostra préxima do limite regulatério (0.16 ug.g™') e um branco da
amostra.
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Desta forma, a utilizacdo do banho de ultrassom no processo de extracéo de
biotoxinas adotado pela SLAV claramente oferece uma vantagem para a preparacao
de amostras, pois reduz significativamente o tempo requerido para a extracdo. Na
rotina do laboratorio, a implementacdo deste método combinando o processo de
extracdo assistido por ultrassom e a etapa de triagem para analises das amostras,
proporcionou um aumento da eficiéncia de todo processo analitico. Como

consequéncia, reduzindo em aproximadamente 80% o tempo total de analise.
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6. CONCLUSOES

Como o consumo de frutos do mar é comum por diversas regides, sua
contaminagcdo com biotoxinas resulta em severas consequéncias para 0s
consumidores, sendo necessario um controle efetivo e rdpido para garantia da
seguranca dos consumidores.

A utilizagdo do método de triagem em conjunto do banho de ultrassom
proporcionou um preparo de amostra mais rapido sem reducdo da eficiéncia e da
gualidade. Essa combinacéo da triagem com a extracdo em banho ultrassénico, um
equipamento simples e de baixo custo, melhorou a eficiéncia do processo, aumentou
a frequéncia analitica e reduz o consumo de reagentes e geracdo de residuos,
estando assim, conexo com 0s conceitos da quimica verde.

Apesar da utilizacdo de novas técnicas auxiliarem o procedimento de analise
de biotoxinas, ainda ha necessidade de mais aperfeicoamento para melhorar a
seguranca alimentar. Unificar os processos de andlise de contaminantes a um
monitoramento unificado das regides de producéo € essencial para reduzir 0s casos

de infeccao, reduzindo os impactos das biotoxinas para a satde humana.
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7. CONTRIBUIGAO DO ESTAGIO

Este trabalho teve como proposta, relatar a vivéncia da rotina de um laboratério
acreditado. Sendo assim, foi enriquecedor e gratificante estagiar neste o6rgao
importante, que realiza andlises oficiais no quesito de monitoramento e fiscaliza¢éo
de alimentos.

Por muitas vezes diversos fundamentos e conhecimentos adquiridos no
decorrer do curso ndo sdo claramente compreendidos quanto sua aplicagédo, porém,
durante o estagio, foi possivel correlacionar os conhecimentos adquiridos do Curso
de Quimica com a rotina de um laboratério de analises. Colocando em perspectiva a
preparacdo para mercado de trabalho, o estagio supervisionado obrigatorio é uma
experiéncia fundamental neste processo para o crescimento profissional. Além das
gualificacBes obtidas na SLAV-SC, foi importante a experiéncia da relacdo com os
colaboradores, que permite uma troca de conhecimentos e vivéncias.

Ao final, o estagio forneceu um contato com a quimica diferente do praticado
no ambiente académico, mostrando sua necessidade para a sociedade e sua
importancia profissional proporcionou o contato com a quimica para além do ambiente
académico, demonstrando qudo necessaria ela € para o desenvolvimento da

sociedade e de grande valor para o curriculo.
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