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Bifenilos policlorados (PCBs) sdo compostos quimicos de origem industrial, téxicos, nao
biodegradaveis, lipofilicos, e que foram produzidos a partir da década de 30 até os anos 70,
guando foram proibidos. No Brasil, PCBs estéo presentes, por exemplo, em transformadores
e capacitores elétricos instalados até 1981, quando a comercializacdo e utilizagdo desses
compostos foram proibidas no pais. Porém, manteve-se a permissao de utilizacdo desses
equipamentos contendo PCBs e instalados até o inicio dos anos 80, até que ocorra a
substituicdo integral dos mesmos ou a troca de seus respectivos fluidos dielétricos por
produtos isentos de PCBs. Atualmente, PCBs séo classificados como poluentes orgénicos
persistentes (POPSs), pois poluem e se acumulam no meio ambiente, influenciando todos os
organismos da cadeia alimentar. A principal forma de contaminagdo humana € a ingestéo de
alimentos contaminados, principalmente alimentos de origem animal. Dentre esses, 0s
pescados constituem-se no principal meio de veiculacdo de congéneres de PCBs até o
organismo humano. A preocupacdo acerca dos PCBs estd centrada no seu potencial
toxicologico, principalmente como indutores de cancer. Diante disso, o objetivo desse
trabalho foi investigar a possivel contaminacéo, por residuos de 11 congéneres individuais
de PCBs, em pescados marinhos in natura do estado do Rio Grande do Sul, Brasil. A
metodologia empregada para analise de PCBs nos pescados incluiu a coleta de amostras
do litoral do RS, a extragéo e purificacdo desses compostos com a utilizacdo de silica gel
acidificada, solventes e, finalmente, a identificacdo e quantificacdo dos mesmos utilizando-
se cromatografia gasosa acoplada a um micro detector de captura de elétrons (GC-uECD).
Os resultados obtidos foram confirmados por cromatégrafo gasoso acoplado a
espectrometria de massas (GC-MS). Os PCBs investigados ndo foram encontrados em
todas as amostras analisadas. Os PCBs 28 e 52 ndo foram detectados. O PCB 153 foi
encontrado em 98,33% das amostras analisadas, seguido pelos PCBs 138 e 180
encontrados em 95% das amostras, pelo PCB 118 encontrado em 93,33% das amostras,
pelo PCB 101 encontrado em 60% das amostras, pelo PCB 77 e PCB 81, encontrados em
33,33% e 31, 67% das amostras, respectivamente. Os PCBs 126 e 169 foram encontrados
com menores freqiiéncias, 18,33% e 15%, respectivamente. Os congéneres individuais
encontrados em maiores concentracdes médias foram o PCB 153 (184,36 ng/g de gordura),
seguido pelo PCB 138 (159,27 ng/g de gordura), PCB 118 (98,16 ng/g de gordura), PCB 180
(69,04 ng/g de gordura), PCB 101 (32,99 ng/g de gordura) e PCB 77 (12,95 ng/g de
gordura). Os PCBs 81, 126 e 169 foram encontrados nas menores concentracdes (4,97
ng/g, 4,49 ng/g e 2,08 ng/g de gordura, respectivamente). Os resultados obtidos confirmam
a contaminacgdo por PCBs de todas as espécies marinhas de consumo analisadas e podem
ser utilizados como indicativos da contaminagdo ambiental, por esses compostos, no litoral
do RS.

Palavras-chave: Bifenilos Policlorados. Poluentes Orgéanicos Persistentes. Pescados
Marinhos. GC-MS. Contaminagéo. PCB 153.
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Polychlorinated biphenyls (PCBs) are toxic, non-biodegradable, and lipophilic chemical
compounds of industrial origin. In Brazil, PCBs are still used in old electrical transformers and
capacitors which were installed up to 1981 when their use and commercialization were
banned. However, the permission to use devices with PCBs installed up to the early 80s was
maintained up to the moment that their dielectric fluids or the entire device be fully replaced
for products free of PCBs. Currently, PCBs are classified as persistent organic pollutants
(POPs) because they pollute and accumulate in the environment affecting all organisms in
the food chain. The main form of human intake is the ingestion of contaminated food,
especially food of animal origin. Fish are the main means of transmission of PCB congeners
to the human body. The concern about PCBs is centered on their toxicological potential,
especially as inducers of cancer. Thus, the aim of this study was to investigate the possible
contamination by residues of 11 individual PCB congeners in fresh marine fish from the state
of Rio Grande do Sul (RS), Brazil. The methodology for the analysis of PCBs in fish included
sampling on the coast of RS, the extraction and purification of these compounds by the use
of acidified silica gel and solvents, as well as their identification and quantification using gas
chromatography coupled to a micro electron capture detector (GC - JECD). Results were
confirmed by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC - MS). PCBs
investigated were not found in all samples. PCBs 28 and 52 were not detected. PCBs 153,
138, 180, 118, 101, 77, and 81 were found in 98.33 %, 95%, 93.33%, 60%, 33.33 %, and
31.67 % of the samples, respectively. PCBs 126 and 169 were found at lower frequencies,
18.33% and 15%, respectively. The individual congeners found in higher mean
concentrations were PCB 153 (184.36 ng/g fat), followed by PCB 138 (159.27 ng/g fat), PCB
118 (98.16 ng/g fat), PCB 180 (69.04 ng/g fat), PCB 101 (32.99 ng/g fat), and PCB 77 (12.95
ng/g fat). PCBs 81, 126 and 169 were found in lower concentrations (4.97 ng/g, 4.49 ng/g
and 2.08 ng/g fat, respectively). Results confirm the contamination by PCBs of all marine
species of consumption analyzed and can be used as indicators of environmental
contamination by these compounds in the coast of RS.

Keywords: Polychlorinated Biphenyls. Persistent Organic Pollutants. Marine fish. GC - MS.
Contamination. PCB 153.
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1 INTRODUCAO

No ambito da qualidade de alimentos, a obtencdo de alimentos isentos de
contaminagcdo por substancias quimicas téxicas constitui-se em uma preocupacao
mundial cada vez maior, tanto por parte das instituicdes de pesquisa, bem como
dentre os produtores e consumidores em geral. Aléem disso, pode ser apontada
como uma meta de qualidade e sanidade a ser atingida, para proporcionar maiores
garantias em termos de seguranca alimentar, satde e qualidade de vida.

A partir do ano de 2001, com a realizagcdo da chamada Convencao de
Estocolmo, os PCBs, 0s quais sdo compostos quimicos de carater toxico, passaram
a ser classificados como Poluentes Organicos Persistentes (POPs). Essa
classificacdo foi instituida com objetivo de proteger a salde humana e o meio
ambiente de varios outros compostos quimicos que, assim como o0s PCBs,
permanecem intactos por longos periodos, estdo amplamente distribuidos
geograficamente, acumulam-se nos tecidos lipidicos dos seres humanos e animais,
além de apresentarem efeitos adversos para a salde humana e meio ambiente
(UNEP, 2001).

Ressalta-se que os alimentos de origem animal constituem-se na principal
fonte de ingestdo dos PCBs pelo homem (COSTABEBER et al., 1997; ANGULO et
al., 1996). Atrelado a isso, esta o fato de que, por suas caracteristicas lipofilicas, os
PCBs tornaram-se passiveis de bioacumulacdo nos organismos e capazes de se
biomagnificarem através das cadeias alimentares (HU et al, 2010.; WU et al., 2009).

A intoxicacdo humana através dos alimentos contaminados caracteriza-se
pelo aparecimento de afec¢Bes dérmicas, hipersecrecdo ocular, pigmentacdo das
unhas e mucosas, fadiga, nauseas e vomitos (GOTO & HIGUCHI, 1969). Os PCBs
podem atravessar a barreira placentaria produzindo malformacdes em fetos e
abortos, sendo que a toxicidade dos congéneres de PCBs esta relacionada com a
sensibilidade do individuo, a disposi¢cdo dos atomos de cloro e o niumero destes na
molécula (DEKONING & KARMAUS, 2000).

Os chamados NDL-PCBs como, por exemplo, os sete congéneres indicadores
(28, 52, 101, 118, 153, 138, 180), sdao reconhecidamente menos téxicos que 0s
congéneres DL-PCBs (analogos as dioxinas), embora sejam igualmente perigosos

devido ao fato de serem comumente encontrados no sangue e tecidos de seres
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humanos, animais selvagens e peixes (FERRANTE et al., 2010), e expostos atraves
da cadeia alimentar em concentragdes muito maiores do que os DL-PCBs
(STORELLI & PERRONE, 2010). DL-PCBs incluem, por exemplo, os congéneres 81,
77, 126 e 169. Em trabalho realizado por STEFANELLI et al. (2004) para avaliacéo
dos niveis de contaminantes do Mar Adridtico na Itdlia, todas as amostras de
pescado coletadas continham congéneres de PCBs em diferentes concentracoes,
sendo que destes, os PCBs 170, 180, 187, 153, 138, 118, 101, 105, e 52 foram os
compostos mais frequientes e abundantes.

Cada vez mais, o consumo de pescados vem sendo recomendado em virtude
de sua composicdo quimica. O significativo valor nutricional atribuido aos pescados
€ caracterizado, sobretudo, pelas proteinas de elevado valor biologico e por
apresentar, de modo geral, gordura muito mais insaturada e com maior contetdo de
acidos graxos da familia 6mega-3. Além disso, cabe destacar o potencial do Brasil
para a obtencdo de pescados, sendo que a Organizacdo das Nacdes Unidas para
Alimentacédo e Agricultura (FAO) estima que o Brasil possa produzir, pelo menos, 20
milhdes de toneladas ao ano (PORTAL BRASIL, 2013).

Justifica-se que as diferentes espécies de pescado disponiveis para o
consumo humano e as variacdes no teor de gordura dessas espécies podem
fornecer subsidio a pesquisa para determinacéo de PCBs, pois estes sdo compostos
guimicos toxicos de caracteristicas lipofilicas e tendéncia a bioacumulacdo. Nesse
sentido, visando subsidiar a consolidacdo da cadeia produtiva de pescados no
Brasil, aponta-se a importancia da realizacdo de pesquisas cientificas capazes de
validar a qualidade e inocuidade dos pescados disponibilizados para consumo pela
populacdo do Rio Grande do Sul, importante unidade produtora do pais. Os
resultados obtidos contribuirdo para o desenvolvimento cientifico do Pais no sentido
de ampliar o conhecimento a respeito dos niveis de PCBs, contaminantes
ambientais de grande importancia em pescados. Também poderdo servir como
subsidio as autoridades sanitérias, indicando a possivel necessidade da elaboracéo
de politicas publicas de controle da contaminacdo ambiental por esses POPs, bem
como a adequacado da legislacéo referente a este tema. De acordo com Brochardt
(2010), entende-se o0 acesso a alimentagcdo como um dos direitos fundamentais
consignados na Declaracdo Universal dos Direitos Humanos, devendo o poder
publico adotar as politicas e acdes que se fagam necessarias para promover e

garantir a seguranca alimentar e nutricional da populagéo.
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A presente dissertacdo esta estruturada de forma a apresentar uma
abordagem sobre aspectos da caracterizagdo dos PCBs, sua atuacdo como
contaminantes da cadeia alimentar, seus aspectos toxicolégicos, uma abordagem
sobre a caracterizacdo dos pescados como fonte alimentar, sua importancia
econdmica e a ocorréncia da contaminacdo dos mesmos por PCBs. Os materiais e
métodos empregados na pesquisa, bem como seus resultados e discusséo estédo
inseridos em forma de manuscrito, 0 qual serda submetido para publicacdo em
periodico cientifico. Por fim, apresentam-se as conclusfes obtidas na pesquisa

desenvolvida.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a ocorréncia de contaminacdo por 11 congéneres individuais de
PCBs (numeros: 28, 52, 77, 81 101, 118, 126, 138, 153, 169 e 180) em amostras in
natura de diferentes espécies de pescados disponibilizados para consumo e

provenientes do litoral do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil.

2.2 Objetivos Especificos

e Identificar e quantificar os compostos do estudo em amostras in natura de
diferentes espécies de pescados obtidas comercialmente no municipio de
Tramandai, no litoral norte do Estado do Rio Grande do Sul, e no municipio
de Rio Grande, no litoral sul do Rio Grande do Sul.

e Comparar os niveis de PCBs detectados nas amostras de pescado in natura
obtidas no litoral norte e no litoral sul do Rio Grande do Sul e determinar uma
eventual existéncia de pontos geogréficos de risco, isto é, regibes altamente

contaminadas com estes compostos.

e Comparar os niveis de PCBs detectados entre as diferentes espécies de

pescados de interesse comercial analisadas neste estudo.



18

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Bifenilos Policlorados

3.1.1 Caracterizacéo

Os bifenilos policlorados (PCBs) caracterizam-se como uma classe de
compostos organoclorados formados por dois anéis de benzeno unidos por uma
ligacdo de carbono-carbono, com 1 a 10 atomos de cloro substituindo os atomos de
hidrogénio, nas posicbes 2-6 e 2’-6° dos anéis A férmula molecular dos PCBs é
representada por Ci2H(10.n)Cln, Onde n € o numero de cloros presente na molécula,
que pode variar entre 1 e 10, resultando em até 209 isbmeros possiveis, 0s quais
denominam-se de congéneres. (PENTEADO & VAZ, 2001; WHO, 2003). A estrutura

genérica destes compostos pode ser observada na Figura 1.

Cln

Figura 1: Estrutura molecular dos PCBs. Fonte: Penteado & Vaz (2001)

A nomenclatura utilizada para os PCBs segue as regras propostas pela Unido
Internacional para Quimica Pura e Aplicada (International Union for Pure and Applied
Chemistry — IUPAC) (SILVA, 2007). A regra da IUPAC considera a posi¢ao relativa
dos atomos de cloro na estrutura bifenil, sendo a posicdo nimero 1 reservada para a
ligacdo entre os anéis. A partir desta, no anel da esquerda, as posi¢cdes sao
numeradas em ordem crescente no sentido anti-horario. No anel da direita, as
posi¢cdes sdo numeradas da mesma forma, mas em sentido horario, adicionando-se
um indice para diferenciar do outro anel (PENTEADO & VAZ, 2001). Em 1980,
Ballschmiter & Zell propuseram uma nova sistematica para a nomenclatura usual
dos PCBs, a qual é adotada até os dias atuais e onde 0s congéneres sdo
numerados de 1 a 209 (SILVA, 2007). Na tabela 1 apresentam-se alguns exemplos

dessa nomenclatura usual.



19

Tabela 1 - Sistema de identificacdo dos congéneres de PCBs

N° Cloros Usual IUPAC

3 PCB 28 2,4,4’ — triclorobifenil

4 PCB 52 2,2',5,5'- tetrachlorobiphenyl

5 PCB 101 2,2',4,5,5'- pentachlorobiphenyl
4 PCB 81 3,4,4',5- tetrachlorobiphenyl

4 PCB 77 3,3',4,4’ — tetraclorobifenil

5 PCB 118 2,3',4,4' 5- pentachlorobiphenyl
6 PCB 153 2,2',4,4'5,5'- hexachlorobiphenyl
6 PCB 138 2,2',3,4,4'5'- hexachlorobiphenyl
5 PCB 126 3,3',4,4’,5 — pentaclorobifenil

7 PCB 180 2,2, 3,4,4 5,5 — heptaclorobifenil
6 PCB 169 3,3',4,4'5,5'- hexachlorobiphenyl
Fonte: elaborado pela autora.

Segundo Tanabe (1988), os PCBs foram sintetizados pela primeira vez antes
da virada do século XX e, a partir de 1929 comecaram a ser produzidos em escala
industrial. Dentre as caracteristicas desses compostos, 0s mesmos destacam-se por
serem pouco sollveis em &gua, sendo que a solubilidade decresce com o aumento
do numero de atomos de cloro na molécula, assim como seu ponto de fuséo e
ebulicdo. Sdo caracterizados, também, como facilmente sollveis em carboidratos,
gorduras e outros compostos organicos, sendo rapidamente absorvidos por tecidos
gordurosos (WHO, 1993). Ainda, em relacdo as suas propriedades fisico-quimicas,
os PCBs destacam-se pela resisténcia a altas temperaturas, baixa volatilidade, baixa
constante dielétrica, resisténcia a oxidacdo e reducdo, aos acidos e alcalis.
Justamente por estas propriedades, os PCBs foram amplamente utilizados na
industria, existindo na forma de liquidos (6leos) e solidos (resinas e graxas), com
coloragéo variando do incolor a amarelo claro e sem possuir sabor nem cheiro.

O pico da producéo de PCBs foi referenciado como o ano de 1970, sendo que
a maior parte dessa producdo foi consumida pela industria eletro eletronica
(PENTEADO & VAZ, 2001). Estima-se que sua producéo total girou em torno de 1,3
milhdes de toneladas, sendo usado em quase todos os paises do mundo. Para fins
praticos, os PCBs foram misturados com outros fluidos (carrier fluids) tais como
clorobenzenos ou 6leo mineral (KUEPER et al., 2003). Dessa forma, dependendo do
pais onde foram fabricados ou comercializados, essas misturas receberam
denominacdes distintas, com destaque para o produto da Monsanto como 0 mais

difundido no mundo (Tabela 2).
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Tabela 2 - Nomes comerciais dos PCBs em diferentes paises

Marca Fabricante Pais de origem
Aroclor Monsanto EUA

Piranol General Eletric EUA

Clophen Bayer Alemanha
Acelor ACEC Bélgica
Piroclor Monsanto Reino Unido
Kaneclor Kanegafuchi/Mitsubichi Japao
Piralene Prodelec Franca
Phenoclor Prodelec Franca

Fonte: AMBICARE (2005).

Os PCBs foram utilizados por vérias décadas como fluidos de troca térmica
em trocadores de calor, lubrificantes em equipamentos hidraulicos e principalmente
como Oleos dielétricos em transformadores e capacitores elétricos (USEPA, 2000).
Com menos intensidade estiveram presentes na formulacdo de adesivos, tintas,
pesticidas, corantes e graxas (BORJA et al., 2005).

Ressalta-se a inexisténcia de registros acerca da producdo de PCBs no
Brasil, sendo o pais caracterizado como um importador, principalmente de paises
como Estados Unidos e Alemanha (PENTEADO & VAZ, 2001).

Com a identificacdo dos PCBs como contaminantes ambientais, na metade da
década de 60 e, a partir de uma pesquisa com pesticidas no solo, a utilizacéo
desses compostos comecou a ser restringida em diferentes partes do mundo. No
Japdo e Suécia, a sua producdo e uso foram proibidos em 1972. Nos Estados
Unidos isso ocorreu em 1977, na Noruega em 1980, na Finlandia em 1985 e na
Dinamarca em 1986 (WHO, 2003).

No Brasil, as restricdes a utilizacdo dos PCBs foram implementadas através
da Portaria Interministerial 19, de 2 de janeiro de 1981. Essa portaria estabeleceu a
proibicdo da fabricacdo, comercializacdo e uso de PCBs em todo o pais. Entretanto,
continuou-se permitindo que os equipamentos ja instalados permanecessem em
funcionamento até sua substituicdo integral ou a troca do fluido dielétrico por produto
isento de PCBs. Esta portaria também proibiu o descarte de PCBs ou produtos
contaminados em cursos d’agua, exposicdo de equipamentos contendo PCBs a
intempéries, além de regulamentar o local de instalacdo dos equipamentos que
contenham PCBs e que ainda estivessem em funcionamento (BRASIL, 1981). Além
dessa Portaria, houve a Instrucdo Normativa 001 SEMA/STC/CRC, do Ministério do

Interior, de 10 de junho de 1983, que disciplina as condi¢bes a serem observadas no
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manuseio, armazenagem e transporte de PCBs e/ou residuos contaminados. Ha
também, a norma ABNT/NBR 8371/94 que estabelece orientacdo para o manuseio,
embalagem, rotulagem, armazenagem e transporte de PCBs para transformadores e
capacitores, niveis de contaminacdo permitidos em equipamentos nNovos,
equipamentos em operacao, além de valores para manutencdo e descarte dos
fluidos e equipamentos elétricos que contenham PCBs.

Em maio de 2001, os PCBs, pelo conjunto de suas caracteristicas, foram
oficialmente classificados como um dos integrantes da classe dos entdo chamados
Poluentes Orgéanicos Persistentes (POPs). Naquela ocasido, noventa paises,
inclusive o Brasil, assinaram um Tratado Internacional para banir doze dos POPs
considerados mais perigosos para 0 meio ambiente e a saude publica, em
Estocolmo, na Suécia. O objetivo da chamada Convencdo de Estocolomo foi
proteger a salude humana e o meio ambiente dos efeitos danosos dos poluentes
organicos persistentes e promover a utilizacdo, a comercializagédo, o gerenciamento
e o descarte de poluentes organicos persistentes de maneira sustentavel e
ambientalmente correta (UNEP 2001).

No Brasil, o Decreto N° 5472, de 20 de junho de 2005, promulgou o texto da
Convencdo de Estocolmo sobre Poluentes Orgéanicos Persistentes, adotada,
naquela cidade, em 22 de maio de 2001, o qual estabeleceu um acordo legal,
obrigatorio e global, para banir a producéo, o uso e a disponibilidade dos poluentes
organicos persistentes.

A Convencdo de Estocolmo (2001) reconheceu, inicialmente, doze POPs
como causadores de efeitos adversos em seres humanos e do ecossistema e 0s
distribuiu em trés categorias: pesticidas; produtos quimicos industriais e subprodutos
de vérios tipos de manufaturas. Os PCBs foram, portanto, incluidos na categoria dos

produtos quimicos industriais.

3.1.2 Contaminacao da cadeia alimentar

Como contaminantes ambientais de grande impacto nos ecossistemas, a
contaminacdo dos alimentos por PCBs tornou-se inevitavel, configurando-se como
umas das principais vias de exposicdo ao homem a esses compostos e aos efeitos

de sua toxicidade. Assim, a partir da caracterizacdo dos PCBs como compostos
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poluentes persistentes e, especialmente, para o entendimento do impacto de sua
dispersédo na cadeia alimentar, ressaltam-se alguns aspectos de interesse da
Convencao de Estocolmo, dentre os quais, o reconhecimento pelas partes presentes
de que os POPs tém propriedades toxicas, sdo resistentes a degradacdo, se
bioacumulam, sdo transportados pelo ar, pela agua e pelas espécies migratorias
através das fronteiras internacionais e depositados distantes do local de sua
liberacdo, onde se acumulam em ecossistemas terrestres e aquaticos (UNEP 2001).

Mesmo estando proibidos, ainda hoje se associa a ocorréncia de
contaminagcdo ambiental por PCBs, principalmente a partir do descarte de
equipamentos elétricos antigos em locais ndo apropriados para este fim,
contaminando o solo e as aguas (MOHR & COSTABEBER, 2012). A contaminacao
também pode ocorrer quando a incineracdo do lixo industrial e municipal ndo é
efetiva em sua destruicao.

Exemplos de situacdes de exposicdo ao risco podem ser mencionados,
inclusive no Estado do Rio Grande do Sul onde, em abril de 2010, a
Superintendéncia do Porto de Rio Grande foi autuada e multada em R$ 1,5 milhdo
pelo Escritorio Regional do Ibama pela manutencéo de 21 toneladas de 6leo Ascarel
(bifenilo policlorado) e material contaminado no armazém A-5 do Porto Novo. O
orgdo alegou, na ocasido, que o 6leo se encontrava em local inadequado e que nao
havia licenca para armazenamento de materiais perigosos (ZIEBELL, 2010).

Anos antes, a organizagdo nao-governamental internacional Greenpeace
denunciou a siderargica Gerdau, situada na regido metropolitana de Porto Alegre,
por contaminar 0 meio ambiente por PCBs. As amostras coletadas na siderurgica
apresentaram Ascarel do tipo Aroclor 1254 (Jornal O Estado de S&o Paulo, 2001).

As proporcdes da dispersdo e da transferéncia dos PCBs para os animais,
vegetais e seres humanos tornam-se dificeis de serem estimadas (WHO, 1993). As
principais formas de entrada dos PCBs, no ambiente marinho, por exemplo, foram
indicadas como a descarga dos rios, pelo escoamento continental em areas
costeiras e pela precipitacdo atmosférica nas areas oceanicas (SOLE et al., 2001).
Enquanto em ambiente dulcicola as principais formas de entrada destes
contaminantes ocorrem pelo despejo direto do poluente, pelo escoamento
continental e pela precipitacdo atmosférica (AZEVEDO e SILVA et al., 2007).

Na cadeia alimentar, a entrada dos PCBs pode ser associada principalmente

as suas propriedades fisico-quimicas. Estes compostos podem sofrer, ao longo da
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cadeia alimentar, um processo de bioconcentracdo, mecanismo pelo qual ocorre
acumulo do contaminante resultante da absor¢cédo e eliminacdo simultaneas, ou de
biomagnificacdo, que resulta do processo de acumulo da concentracdo do
contaminante nos tecidos dos organismos vivos na passagem de cada nivel trofico
da cadeia alimentar. O potencial de biomagnificacdo do contaminante na cadeia
trofica € determinado pela lipoficidade dos congéneres de PCBs, pela estrutura e
pela dindmica da cadeia alimentar onde a concentracdo do contaminante aumenta
com o nivel tréfico (PENTEADO & VAZ, 2001).

Estimou-se que 90% da contaminagcdo humana por PCBs apresenta como
fonte os alimentos, sendo que os de origem animal merecem maior destaque
(RAMOS et al., 2000; BINELLI & PROVINI, 2003; COSTABEBER & EMANUELLI,
2003). Devido a exposicdo através da alimentacdo, agéncias reguladoras, como a
Organizacdo Mundial da Saude, por exemplo, propde a consideracdo de valores
maximos para ingestdo ou limites para a quantidade de contaminantes em diferentes
alimentos, com o intuito de proteger a populacdo (AZEVEDO & SILVA, 2007).

No Brasil, a legislacdo vigente prevé limites de referéncia para PCBs em
peixes de cultivo (15 pg kg™), mas esse limite refere-se ao somatério de todos os
PCBs (BRASIL, 2013). Para Estados membros da Unido Européia, o Regulamento
n® 1259/2011 € a legislacdo atualmente em vigor e que alterou o Regulamento (CE)
n°® 1881/2006 no que diz respeito aos limites maximos de dioxinas, DL-PCBs e NDL-
PCBs em géneros alimenticios. Para peixes marinhos comestiveis e 6leos de peixes
marinhos a legislacdo da Unido Européia estabelece como limites, respectivamente,
75 ng/g ww (peso umido) e 200 ng/g ww para o somatorio de seis PCBs (28, 52,101,
138, 153, 180).

3.1.3 Aspectos toxicologicos

A partir do enquadramento dos PCBs como POPs, apontaram-se também o
reconhecimento dos problemas de saude, especialmente nos paises em
desenvolvimento, resultantes da exposicéo local a esses compostos, em especial 0s
efeitos nas mulheres e, por meio delas, nas futuras geragdes; o reconhecimento de
gue os ecossistemas estdo ameacados devido a bioacumulacdo dos POPs; que a

contaminacdo dos alimentos € um problema de saude publica e a manifestacéo
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sobre a necessidade de se tomar medidas de alcance mundial sobre os poluentes
organicos persistentes (UNEP, 2001).

As vias de entrada dos PCBs no organismo humano caracterizam-se através
do trato gastrointestinal, dos pulmdes ou da epiderme (WHO, 1993). A mais
importante via de exposicdo humana aos PCBs foi associada a ingestdo de
alimentos contaminados, principalmente de pescados (COSTABEBER &
EMANUELLI, 2003). Segundo Ross (2004), a exposicdo humana aos PCBs ocorre
principalmente pela ingestdo acidental de alimentos com baixos niveis de
contaminacdo. No entanto, como os alimentos ndo sdo a unica fonte da
contaminacgao por PCBs, estimou-se que menos de 10% da contaminacao por PCBs
pode ocorrer, também, através de absorcdo dérmica e inalacdo de ar (BINELLI &
PROVINI, 2003). Independente da via, todas as formas de exposi¢cdes aos PCBs
foram apontadas como capazes de ocasionar intoxicacoes cronicas (COSTABEBER,
1999), pois sdo compostos lipofilicos, que se armazenam preferencialmente no
tecido adiposo (COSTABEBER, 1999; COSTABEBER et al., 2000) e em menores
guantidades no soro sanguineo, nos 6rgaos e no leite (ANGULO et al., 1996).

Ressalta-se que, apds a entrada no organismo, 0 mecanismo e a cinética da
biotransformagcdo dos PCBs dependem de inumeros fatores, incluindo-se a
capacidade metabdlica do organismo e a estrutura do congénere de PCB
(MAERVOET et al., 2004). A biotransformacéo e o grau de persisténcia relacionam-
se com o numero de atomos de cloro presentes na molécula, assim como da
posicdo dos mesmos. Os compostos mais clorados foram indicados como 0s mais
persistentes e capazes de acumularem-se nos tecidos gordurosos, enquanto que as
formas menos cloradas podem ser metabolizadas e excretadas (WHO, 1993;
COSTABEBER & EMANUELLLI, 2003). O efeito da exposicdo cumulativa ao longo da
vida e fatores como eficiéncia de absorcdo, biotransformacdo potencial no trato
gastrintestinal e taxas de metabolismo e depuracdo sdo importantes na
determinacao dos niveis endégenos de PCBs (ALCOCK et al., 2000).

Os mecanismos biolégicos excretores tornam-se dependentes da
metabolizacdo dos PCBs com formac&do de compostos mais polares (WHO, 1993).
Por isso, os PCBs necessitam, para sua eliminagcao, de sistemas metabolicos que os
transformem em moléculas hidrossoltveis (COSTABEBER & EMANUELLI, 2003).
Além disso, os PCBs podem ser facilmente transformados em metabdlitos mais

polares, com a adicdo de grupos hidroxil e metilsulfona, os quais né&o sao
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prontamente excretados, acumulando-se em tecidos e fluidos biolégicos especificos.
Estes metabdlitos persistentes tém sido identificados em humanos e em espécies
animais selvagens. Uma quantidade de enzimas P450, especialmente as da familia
CYP2B, sdo reconhecidas por estarem envolvidas com a formacdo destes
metabdlitos (WHO, 2003). As principais rotas de eliminacdo dos PCBs séo as fezes,
urina e o leite materno (WHO, 2003).

Efetivamente, destaca-se que a toxicidade dos PCBs apresenta aspectos
variados, estando associada a disposicdo dos atomos de cloro e o nUmero destes
em sua molécula (SAWHNEY e HANKIN, 1985; MOHR & COSTABEBER, 2012).

Os congéneres de PCBs que ndo contém atomos de cloro na posi¢do orto,
mas possuem atomos de cloro na posi¢cao para e tem no minimo um par de cloros
na posicdo meta, sdo considerados os mais toxicos devido a alta afinidade com o
receptor Ah (aryl hydrocarbon), como os PCBs 77, 81, 126 e 169. Os mecanismos
de acdo bioquimico e toxicolégico destes compostos sdo semelhantes aos da
2,3,7,8-tetraclorodibenzeno-p-dioxina (TCDD) e, por isso, estes congéneres sao
chamados de PCBs semelhantes as dioxinas (DL-PCBs: dioxin-like PCBs) (SAFE et
al., 1985; SILVA et al., 2007).

Entretanto, a maioria das misturas comerciais de PCBs estd baseada nos
chamados sete PCBs indicadores (28, 52, 101, 118, 138, 153 e 180). O somatério
de seis destes indicadores, com excec¢ao do PCB 118, representa cerca de 50% do
total da contaminacdo ambiental e dos alimentos por PCBs ndo semelhantes as
dioxinas (NDL-PCBs: non-dioxin like PCBs) (EFSA, 2005; FERRANTE et al.,2011).
Os congéneres NDL-PCBs, apesar de apresentarem uma toxicidade menor, sdo
igualmente perigosos, pois foram o0s mais utilizados em misturas comerciais e,
consequentemente, os mais detectados em amostras ambientais, seres humanos,
animais e alimentos. Estudos ja comprovaram que esses congéneres, apesar de
possuirem pequena afinidade pelos receptores Ah, estdo envolvidos em
mecanismos de neurotoxicidade, disrup¢do enddcrina e imunossupressao (MOHR &
COSTABEBER, 2012).

Dentre os aspectos toxicologicos dos PCBs, salientam-se a identificacdo de
suas acgles teratogénicas e carcinogénicas; sua capacidade de afetar os sistemas
reprodutor e enddcrino, além de provocarem alteracdes cutaneas, imunotoxicas e
neurotoxicas (COSTABEBER & EMANUELLI, 2003) e por sua condicdo de
poderosos desreguladores enddcrinos (MEZZETTA et al. 2011).
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Portanto, os PCBs provocam uma ampla variacao de efeitos toxicos, sendo
que as respostas téxicas sdo dependentes da via e duragédo de exposi¢do da mistura
de PCBs; da espécie, considerando a idade e sexo do individuo e das
caracteristicas da mistura, o que inclui a sua pureza, a quantidade de cloro e a
distribuicao relativa de congéneres (HOIVIK & SAFE, 1998).

A exposicdo humana aos PCBs foi associada com a ocorréncia de cancer
de mama (COSTABEBER et al., 2000; LUCENA et al., 2001; COSTABEBER, 2001).
Além disso, PCBs foram apontados como capazes de atravessar a barreira
placentéria produzindo malformagfes em fetos e abortos (DEKONING & KARMAUS,
2000; MOHR et al., 2011). Diversos sintomas foram relacionados a toxicidades dos
PCBs, como inducéo de enzimas; diminuicdo nos niveis de vitamina; diminuicdo dos
elementos linféides do sangue; atrofia do timo e do baco; imunosupressao; cloracne;
alopecia; edema; hiperceratose; blefarite; hiperplasia do revestimento epitelial dos
ductos biliares extra-hepaticos, da vesicula biliar e do trato urinario; hepatomegalia;
danos ao rim, incluindo necrose; hemorragia; hepatotoxicidade; promocdo de
tumores; alteracdo dos niveis de esterdides e hormoénios tireoidianos; alteracfes do
sistema reprodutivo feminino e masculino, incluindo irregularidades menstruais,
concepcao reduzida, indugéo de aborto em fases iniciais da gravidez, sangramentos
menstrual e puerperal excessivos, anovulacéo, atrofia testicular, espermatogénese

diminuida, teratogénese e alteracdes do desenvolvimento embrionario (SAFE 1984).
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3.2 Pescados

3.2.1 Caracterizacdo

Por pescado pode-se designar qualquer animal de origem aquatica,
compreendendo peixes, moluscos (ostras, mariscos, lulas, polvos e abalones),
equinodermos (ourico-do-mar) e crustaceos (caranguejos, siris, camarbes e
lagostas) (AQUARONE et al., 2001). Em relacdo aos peixes, sdo conhecidas mais
de 12.000 espécies de peixes que vivem em diferentes oceanos, mares, rios e lagos.
Somente cerca de 1.500 dessas espécies sao pescadas em quantidade suficiente
para serem consideradas de relevancia comercial (ORDONEZ, 2005).

A maior parte dos peixes de interesse comercial pertence as ordens
superiores de peixes 6sseos (Teledsteos), embora alguns sejam cartilaginosos-
0sseos e outros cartilaginosos. De acordo com seu modo de vida e hébitat, os
peixes podem ser divididos em: marinhos; de agua doce e migratérios (ORDONEZ,
2005).

Grande parte da captura mundial de pescado é proveniente de espécies
marinhas, a metade correspondente a espécies demersais e 0 restante a espécies
pelagicas (FAO, 1997). Os peixes marinhos vivem e se reproduzem em agua
marinha e dividem-se em dois grandes grupos: o primeiro inclui os peixes pelagicos,
gue habitam zonas geograficas muito diferentes, mas tem em comum o fato de viver
formando grandes grupos (cardumes) e de ser de tamanhos bastante similares
(arenque, sardinha, anchova), e o segundo inclui os peixes demersais, que vivem
perto ou no fundo do mar, e costumam ser de conformacdo grande (bacalhau,
merluza, peixe-espada) (ORDONEZ, 2005). Segundo Szpilman (2000), em relacéo
ao habitat, os peixes podem ainda ser nectbnicos, 0s quais mantém boa relacédo
com o substrato marinho, onde fazem moradia (toca), e embora nadem ativamente
na massa d’agua (robalos; pescadas); e podem ser benténicos, os que habitam e
dependem do fundo, com uma estreita relagdo com o substrato marinho (bagres,
linguados).

A carne do pescado, que é sua por¢cao comestivel mais importante, constitui-se
principalmente de tecido muscular, conetivo e gordura. A composi¢cdo quimica da
carne do pescado depende de muitas varidveis como espécie, idade, estado

fisiologico, época e regifio de captura (ORDONEZ, 2005).
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O pescado apresenta como principal constituinte a agua (de 66% a 84%)
(AQUARONE et al., 2001). Esse componente é um dos que apresenta maiores
variacdes relacionadas as espécies e as épocas do ano. De maneira geral, admite-
se que ha nos peixes correlacdo inversa entre o conteudo de agua e o de lipideos
totais, sendo esta muito mais acentuada nas espécies gordas (ORDONEZ, 2005).

Os teores de proteinas oscilam de 15% a 24% (AQUARONE et al., 2001). A
maioria dos componentes nitrogenados do pescado faz parte das proteinas.
Entretanto, o tecido muscular contém igualmente compostos nitrogenados néo
proteicos (ORDONEZ, 2005). Dependendo de sua solubilidade, as proteinas do
pescado podem se divididas, assim como as da carne, em sarcoplasmaéticas,
miofibrilares e insolGveis ou do estroma. As proteinas do sarcoplasma do musculo
do pescado representam em torno de 20 a 30% do total de proteinas. Sao soluveis
em agua ou em solucdes salinas fracas, a maioria tem atividade enzimética e a
quantidade de proteinas sarcoplasméticas coloridas, como mioglobina e citocromo,
variam segundo as espécies sendo que, algumas contém apenas quantidades
residuais nos musculos claros. A proporcéo de proteinas miofibrilares em termos de
proteina muscular varia entre 65 e 75% do total de proteinas e as trés principais séo:
actina, miosina e tropomiosina. Este grupo de proteinas tem relevancia do ponto de
vista nutritivo e tecnoldgico, pois ha clara evidéncia de que as mudancas que
alteram a textura do pescado sao resultado direto das mudancas nessas proteinas
miofibrilares. J& as proteinas do estroma tem alguma importancia na textura do
pescado e sua presenca varia entre 3 a 10% do total de proteinas, conforme a
espécie do pescado. Ressalta-se que as diversas espécies de pescado ndo diferem
muito quanto a composicdo em aminoacidos e que devido ao conteudo de
aminoacidos essenciais, o valor nutritivo das proteinas é muito alto (ORDONEZ,
2005)

Os componentes nitrogenados nao-proteicos sdo substancias minoritarias do
pescado que estdo dissolvidas no sarcoplasma e no liquido intracelular atingindo,
em muitos peixes, valores entre 9 a 18% do total do nitrogénio muscular
(ORDONEZ, 2005). Esta fracdo de nitrogénio n&o-proteico inclui os aminoacidos
livres, as bases nitrogenadas volateis, particularmente amonia, certas bases como o
oxido de trimetilamina, a creatinina, a taurina, as betainas, o acido Urico, a anserina
e a carnosina (AQUARONE et al., 2001). Destaca-se que o 6xido de trimetilamina

(OTMA) e seus derivados séo relativamente abundantes nas espécies de pescado
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de origem marinha, sendo os peixes planos e peldgicos os que apresentam valores
minimos. Contudo, existem diferencas entre individuos da mesma espécie, que se
devem, principalmente, a estacdo, ao tamanho e a idade. O OTMA presente no
pescado reduz-se, por acao bacteriana, enzimatica ou ambas, a trimetilamina (TMA)
que, junto com a dimetilamina (DMA) produz o odor caracteristico de peixe alterado.
Por isso, as taxas de TMA ou a relagdo TMA/OTMA sao geralmente utilizadas como
indice de alteracéo do peixe (ORDONEZ, 2005).

Com relacdo aos minerais, os teores variam de 0,8% a 2% e muitos deles
ocorrem como tragos, bem como as vitaminas lipo e hidrossoliveis (AQUARONE et
al., 2001). Célcio, fosforo, sodio, potassio e magnésio sdo 0sS minerais mais
presentes em pescados, enquanto iodo, ferro, cobre, fldor, cobalto e zinco se
caracterizam como 0s que aparecem em quantidades residuais. Ressalta-se que
alguns pescados séo excelentes fontes de calcio, apresentando concentracdes que
variam entre 5 a 200mg por 100g de produto, mas que essa variabilidade pode ser
atribuida a quantidade de célcio na 4gua e/ou nos alimentos do peixe, a idade, ao
tamanho e ao desenvolvimento do animal. As vitaminas do pescado também
apresentam variacio conforme esses fatores (ORDONEZ, 2005). Os maiores teores
de vitamina A encontram-se no figado e nas visceras. A distribuicdo da vitamina D
segue a da A, com maior quantidade no 6leo de figado, no qual os teores variam de
500 a 3000 UI/100g. Estdo também presentes no pescado as vitaminas
hidrossoluveis B1, B2, niacina, acido pantoténico, B6, acido fdlico, biotina, B12 e C
(AQUARONE et al., 2001).

Os teores de lipideos variam no pescado entre 0,1% e 22%. H& distincdes
entre espécies gordurosas, semigordurosas e magras (AQUARONE et al., 2001)
indicando-se que o valor calérico dos peixes como alimento depende do teor de
gordura. Assim, tém-se como exemplos de peixes magros, com menos de 1% de
gordura, o bacalhau (0,14%), a carpa (0,5%), a pescada (0,6%), a truta (0,7%), o
linguado (0,8%). Como exemplos de peixes semi gordos, com 7 a 8% de gordura,
mencionam-se o0 salmao, 0 arenque e a cavala. JA& como exemplos de peixes
gordos, com mais de 15% de gordura, cita-se o atum e a enguia (LEDERER, 1991).

A gordura nédo se distribui por igual em todo o corpo do animal, dependendo
entdo do tecido ou 6rgao considerado (AQUARONE et al.,, 2001). Os chamados
lipideos de reserva sdo os que se encontram em proporgdes superiores a 1% do

peso vivo, sdo mais abundantes nos peixes de musculos escuros e constituidos,
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majoritariamente, por triglicerideos enquanto que os lipideos estruturais
desempenham alguma funcdo biolégica e constituem-se por fosfolipideos. A
proporcao entre esses lipideos de reserva e os estruturais varia muito, dependendo
da porcentagem de gordura total. Quanto maior é o contetdo de gordura total, maior
a porcentagem de lipideos de reserva e, portanto, de triglicerideos (ORDONEZ,
2005).

A gordura do pescado diferencia-se das gorduras vegetais e daquela
procedente de animais de abate por apresentar maior variedade de acidos graxos,
maior proporcdo de acidos graxos de cadeia longa e por ser mais rica em acidos
graxos poliinsaturados (PUFA). Sao esses PUFA que, de fato, diferenciam a gordura
dois peixes em relacdo a dos animais terrestres. A maioria dos PUFA do pescado
pertencem a familia CO-3, enquanto os CO-6 constituem porcentagem menor.
Destaca-se que o consumo de alimentos ricos em PUFA CO-3 aumentou nos ultimos
anos devido a pesquisas que demonstraram o efeito positivo desses acidos graxos
na prevencdo de certas doencas, especialmente as cardiovasculares (ORDONEZ,
2005).

Assim, os pescados tem sido apontados por diversos autores como fonte
alimentar saudavel, sobretudo em virtude de seus beneficios nutricionais
relacionados as suas proteinas de alta qualidade biol6gica, & composicao lipidica
desejavel, aos minerais e vitaminas considerados valiosos. Em especial, aponta-se
sua fracao lipidica rica em acidos graxos poliinsaturados CO-3. (CARVALHO et al.,
2005; CASTRO & ARMENTA, 2008; GROTH, 2010; STORELLI et al. 2008).

3.2.2 Importancia e producéo no Brasil e Rio Grande do Sul

Os pescados tem sido apontados como a fonte de proteina animal mais
consumida no mundo. Nesse contexto, da-se énfase ao potencial produtivo do
Brasil, que possui uma das maiores reservas de agua doce do mundo, com cerca de
8,2 bilhdes de metros cubicos de agua em rios, lagos, acudes e represas; além da
extensa faixa litoranea. Considerada ainda pequena em relacdo ao seu potencial,
a producdo anual de pescado no Pais gira em torno de 1,5 milhdo de toneladas. A
Organizacgéo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO) estimou que

o Brasil possa produzir, pelo menos, 20 milhdes de toneladas. A meta, até o final do
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ano de 2014, é atingir a marca de 2 milhdes, sendo que destaca-se o fato de que a
aquicultura pode ser praticada também em propriedades rurais, em tanques-
escavados, e no litoral. Em nosso pais, o consumo de pescado pode ser
considerado baixo, alcancando 9 quilos por ano por habitante, sendo que a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda o consumo anual de 13,5 quilos
por habitante (PORTAL BRASIL, 2013).

A aquicultura vem se destacando e suprindo a grande demanda de pescado
do mundo em funcado da estagnacéo da captura (FAO, 2009), uma vez que a pesca
extrativa se caracteriza pela retirada de organismos aquaticos da natureza sem seu
prévio cultivo. Este tipo de atividade pode ocorrer em escala industrial ou artesanal,
tanto no mar como no continente (SEBRAE, 2008).

A producdo de pescado do Brasil, para o ano de 2010, foi de 1.264.765 t,
registrando-se um incremento de 2% em relacdo a 2009, quando foram produzidas
1.240.813 t de pescado. A pesca extrativa marinha continuou sendo a principal fonte
de producado de pescado nacional, sendo responséavel por 536.455 t (42,4% do total
de pescado), seguida, sucessivamente, pela aquicultura continental (394.340 t;
31,2%), pesca extrativa continental (248.911 t; 19,7%) e aquicultura marinha (85.057
t; 6,7%). Em 2010 foi registrada uma reducdo de 8,4% na producdo de pescado
oriunda da pesca extrativa marinha em relacdo a 2009, resultado de um decréscimo
de 49.217 t. Por outro lado, a producéo da pesca extrativa continental e a aquicultura
continental e marinha fecharam em alta em relacdo a 2009, com um acréscimo de
3,9%, 16,9% e 9%, respectivamente (BRASIL, 2010).

Em 2010, o Estado do Rio Grande do Sul passou a ocupar a posicao de sexto
maior produtor nacional na pesca extrativa marinha, com 28.456 t (incremento de
52,7% em relacdo a 2009) (Fig. 2). Entre as espécies de peixes mais capturadas, a
sardinha-verdadeira foi a que apresentou o maior volume de captura, com 62.134 t
em 2010, o que resultou em um decréscimo de 25,4% em relacdo a 2009, quando
foram produzidas 83.286 t. Este declinio foi responséavel por aproximadamente 50%
da reducéao total observada na producéo pesqueira marinha nacional em 2010. Vale
ressaltar que as variacbes anuais da captura da sardinha-verdadeira sao
decorrentes de alteragcbes da abundancia que sdo relacionadas ao sucesso do
recrutamento do estoque, o qual pode ser fortemente afetado por oscilagbes na
estrutura oceanografica da costa sudeste-sul do Brasil. A segunda espécie mais

capturada em 2010 foi a corvina, com 43.191 t, seguida pela pescada-amarela, com
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20.879 t, sendo que ambas as espécies sofreram uma reducdo de aproximadamente
5% na producdo em relagcdo a 2009. Em 2009, o bonito-listrado ocupava a terceira
posicdo, com 23.307 t, contudo, em 2010, a producéo desta espécie diminuiu para
20.640 t, caracterizando uma reducéo de 11,5%, passando a ser a quarta espécie
com maior desembarque no Brasil. Juntas, as quatro espécies com maior volume de
desembarque representaram 31,5% de todos o0s peixes marinhos capturados no
pais em 2010. E interessante notar que a soma das onze espécies mais capturadas
no Brasil em 2010 (sardinha-verdadeira, corvina, pescada-amarela, bonito listrado,
tainha, sardinha, castanha, cagcédo, pescadinha-real, serra, e bagre) representaram
mais da metade (50,7%) do total de peixes marinhos capturados pelo pais (BRASIL,
2010).
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Figura 2 - Producéo de pescado (t) nacional da pesca extrativa marinha em 2009 e 2010 discriminada
por Unidade da Federacdo. FONTE: Relatério da Pesca e Aquicultura do Brasil (2010)

3.2.3 Contaminacao por PCBs em pescados

A ocorréncia de residuos de PCBs em pescados tem sido determinada em
diferentes paises do mundo com diferentes objetivos. Um dos focos nas andlises

BN

tem sido atribuido a utilizacdo de peixes como bioindicadores de contaminacéo
ambiental por PCBs, especialmente quando essa contaminacdo é associada a
condicao das aguas e sedimentos. Cabe destacar a indicacdo de Miao et al. (2000),

de que o0s peixes constituem-se como excelentes espécies para monitorar a
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contaminacdo por PCBs em pequenas areas do oceano. Dentro dessa abordagem,
Hassan et al., (2013) identificaram correlacdo significativa entre PCBs em &gua,
sedimentos e peixes ao determinarem as concentracées de PCBs indicadores, a
partir da coleta de amostras em quatro locais de Khour-e-Mousa, regido noroeste do
Golfo Pérsico, no Iran. O principal parametro de concentracdo dos PCBs foi a
distancia da zona petroquimica, tendo os compostos sido detectados em todas as
amostras de peixes coletadas.

Os peixes podem sofrer bioacumulacdo de contaminantes através das
membranas gastrointestinal ou bioconcentracdo de produtos quimicos diretamente
agua, por difusédo através de branquias e da pele, no entanto, a exposi¢ado alimentar
€ a via predominante na maioria das espécies (GOBAS et al.,1999).

Neste sentido, salienta-se que, conforme Marrof (2003), torna-se previsivel o
risco envolvido com a maioria das espécies de peixes consumidos dentro da cadeia
alimentar marinha em um processo caracterizado como biomagnificacdo. E muito
comum que pequenos peixes absorvam contaminantes através da ingestdo dos
planctons que por si nutrem-se em aguas com alto teor de poluentes. Os peixes com
elevado teor de lipidios tornam-se mais vulneraveis aos contaminantes do tipo PCBs
e dioxinas, que uma vez consumidos apresentam caracteristicas acumulativa. Em
trabalho de Xia et al. (2012), realizado com duas diferentes espécies de peixes
marinhos coletadas na Costa da China, as concentracdes significativamente mais
altas de PCBs encontradas em uma delas, foram atribuidas a diferencas justamente
nos habitos alimentares e de vida dessas espécies.

A partir dessa vulnerabilidade dos pescados aos contaminantes ambientais
persistentes, pode-se ressaltar que, outro enfoque nas analises acerca da
ocorréncia de PCBs, concentra-se na identificacdo e quantificacdo de diferentes
congéneres em espécies de pescados destinados ao consumo humano. Sob este
aspecto, os trabalhos versam sobre determinadas espécies de interesse em
diferentes regides costeiras e de agua doce, tanto por sua importancia comercial
quanto por seu consumo integrar 0 habito alimentar das populacdes
geograficamente proximas. Nesse sentido, um estudo realizado na Italia, onde os
produtos da pesca ocupam um relevante papel na dieta, constatou os PCBs como
contaminantes dominantes nas analises em uma variedade de peixes muito
consumidos nesse pais, sendo que a concentracdo dos compostos mostrou-se
modificada em fungéo da espécie (STORELLI et al. 2011).
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Na Espanha, a mais alta exposicado aos PCBs, por meio da dieta, foi atribuida
em 58,6% ao consumo dos pescados e frutos do mar contaminados (PERELLO et
al. 2012). Nesse sentido, por ser a via alimentar a principal rota de exposi¢cao
humana a contaminacdo por PCBs, e por serem 0s peixes e demais frutos do mar
apontados como os alimentos mais contaminados por PCBs, muitos trabalhos tem
avaliado o risco beneficio no consumo de pescados, jA& que 0S mesmos
caracterizam-se, em sua maioria, por relevante valor nutricional. Conforme
STORELLI et al. (2011), nas ultimas décadas tem havido uma notavel promocao do
consumo de peixe em muitos paises europeus e, esfor¢cos abrangentes realizados
para proteger a saude do consumidor resultaram em novas regulamentacfes para
0S niveis maximos permitidos de produtos quimicos toxicos em alimentos e
reavaliacbes dos niveis toleraveis de exposicdo humana. Em estudo, que
determinou as concentracdes de PCBs em duas espécies de peixes marinhos
coletados em nove cidades da costa da China, uma avaliagdo preliminar do risco
para a saude devido ao consumo desses pescados indicou, a partir de sua
deteccao, que os DL-PCBs podem ser motivo de preocupacéao (XIA et al. 2012).

Em face a diversidade na abordagem dos trabalhos que envolvem a
determinacdo de congéneres de PCBs em diferentes espécies de pescados, cabe
apontar que se torna dificil comparar as concentracdes detectadas em estudos
sobre as concentracdes de PCBs em pescados, devido a variacdo nos compostos e
no numero de congéneres. Além disso, outra dificuldade na comparacao transversal
dos resultados de diferentes estudos esta na expressdo dos resultados, que podem
estar em peso seco, peso umido e peso de gordura (BAPTISTA et al. 2013).

Poucos trabalhos tem abordado a contaminacédo por PCBs em pescados no
Brasil, especialmente em espécies de consumo. Lavandier et al. (2013), determinou
0s niveis de diversos congéneres de PCBs em trés espécies de peixes diferentes da
Baia de Ilha Grande, localizado no sul do estado do Rio de Janeiro, Brasil. As
concentracdes de PCBs variaram de 2,29 a 27,60 ng g-' ww no musculo e 3,41-
34,22 ng g ww no figado das trés espécies estudadas. Em geral, as concentracdes
dos PCBs encontradas no figado foram superiores as encontradas em amostras de
musculo. O PCB 87 foi reportado como o principal congénere detectado, com uma
concentracdo média de 34,22 ng g ww em amostras de corvinas. Segundo esses

autores, apesar de ser considerada uma area ndo poluida, as concentracdes
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detectadas foram relativamente elevadas e sugestivas da existéncia de uma fonte de
contaminagao por PCBs no Brasil.

No Brasil, o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
regulamenta os limites maximos de residuos em alimentos através do Plano
Nacional de Controle de Residuos Biolégicos em Produtos de Origem Animal —
PNCRB (BRASIL, 2013). De acordo com essa legislacdo, os limites de referéncias
para residuos de PCBs estdo previstos para peixes de cultivo, se referem ao

somatorio de todos os PCBs e estdo estipulados em 15 pg Kg™.
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4 ARTIGO CIENTIFICO

4.1 Manuscrito

Os resultados obtidos nas analises de PCBs em pescados marinhos estédo
contidos no manuscrito intitulado Bifenilos Policlorados (PCBs) em pescados
marinhos do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil.

O artigo estd4 em revisdo pelos autores para submisséo ao periddico Food and
Chemical Toxicology e sua estruturacdo segue 0 respectivo guia para autores,

incluido como Anexo.
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HIGHLIGHTS

The environmental contamination by PCBs indicators in the coast of Rio Grande do
Sul, in Brazil, was confirmed.

All the edible marine species analyzed were contaminated by PCBs.

The highest mean concentrations were detected for PCBs 153, 138 and 138,
respectively.

Resumo

Bifenilos policlorados (PCBs) s&o poluentes organicos persistentes (POPs) com
impacto em toda a cadeia alimentar. A presenca de residuos de PCBs em pescados
constitui-se em ameaca a qualidade e seguranca alimentar no consumo humano
desses alimentos. Os niveis de onze congéneres de bifenilos policlorados (PCBs)
foram avaliados em amostras de diferentes espécies de pescados coletados em
duas cidades do litoral do estado do Rio Grande do Sul, Brasil, para avaliar a
possivel contaminacdo em seis espécies marinhas disponibilizadas para consumo
pela populacdo. Os resultados obtidos confirmam a ocorréncia de contaminacao por
PCBs em todas as espécies analisadas. A quantificacdo dos compostos em estudo
indicou que os pescados estavam contaminados por congéneres de PCBs no
seguinte ranking de suas respectivas concentracdes meédias expressas em ng/g de
gordura: PCB 153 (184,36 ng/g) > PCB 138 (159,27 ng/g) > PCB 118 (98,16 ng/g) >
PCB 180 (69,04 ng/g) > PCB 101 (32,99 ng/g) > PCB 77( 12,95 ng/g) > PCBs 81
(4,97 ng/g) > PCB 126 (4,49 ng/g) > PCB 169 (2,08 ng/g). Os PCBs 28 e 52 nao
foram detectados. Confirmou-se a contaminacédo por 9 dos 11 PCBs investigados
nas seis espécies de pescados analisadas. Sugere-se a consideracdo dos dados
obtidos como indicativos da contaminacdo ambiental nessa regido, com possiveis
impactos na qualidade e seguranca alimentar dos pescados de consumo, bem como
a necessidade de adequacéo da legislacao brasileira sobre o tema.

Palavras-chave: Bifenilos policlorados; Poluentes organicos persistentes, Peixes
marinhos, Contaminacéao, Brasil.

1. Introducéo

Os bifenilos policlorados (PCBs), os quais se classificam como Poluentes
Organicos Persistentes (POPs), integram uma classe de compostos quimicos
sintéticos com variado grau de cloracdo nas suas moléculas, existindo 209 possiveis
congéneres de PCBs (Buther & Denker, 1995; Unep 2001, Storelli et al. 2003).
Esses compostos comecaram a ser utilizados em 1929, pois devido as suas
propriedades isolantes eram substancias ideais como fluidos refrigerantes e

isolantes nos transformadores e capacitores. Os PCBs foram também utilizados em
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sistemas hidraulicos e em produtos tais como plastificantes, borrachas, tintas, ceras
etc. Sua producdo estad descontinuada na maioria dos paises, porém uma grande
guantidade destes compostos ainda estd em uso em transformadores e capacitores
(Unep, 2001).

PCBs caracterizam-se como compostos organicos lipofilicos cuja origem vem
de muitas fontes diferentes; sdo poluentes ambientais onipresentes e persistentes,
com um potencial de toxicidade bem conhecido (Domingo & Bocio, 2007). Os PCBs
possuem acdes teratogénicas e carcinogénicas;, sobre sistemas reprodutor,
enzimatico e enddcrino, além de provocarem alteragBes cutaneas, imunotédxicas e
neurotdxicas (Costabeber & Emanuelli, 2003).

Devido ao fato de que a mais importante via de exposicdo humana aos PCBs
estd na ingestdo de alimentos contaminados, muitos estudos tem sido realizados
para detectar os niveis de contaminagdo dos alimentos. O maior niumero de
pesquisas concentra-se nos paises que foram fabricantes de PCBs, como ltalia,
Alemanha, Japédo, Estados Unidos, além dos locais com ocorréncia de acidentes
ambientais com esses materiais (Mohr & Costabeber, 2012). As principais fontes de
consumo desses poluentes organicos sao apontadas como os alimentos de origem
animal contendo gordura, incluindo-se peixes e outros frutos do mar (Domingo &
Bocio, 2007, Meng et al. 2007). Destaca-se que o Brasil nunca produziu PCBs, mas
0s importou, especialmente da Alemanha e Estados Unidos, até o ano de 1981,
guando essa comercializacdo foi proibida no pais (Penteado & Vaz, 2001).

O Brasil possui poucos trabalhos com dados sobre a contaminacéo por PCBs
em pescados de consumo, mas assume destacada posicdo pelo seu potencial
produtivo apontado pela FAO, de que possa produzir até 20 milhdes de toneladas ao
ano de pescados. Assim, também no Brasil, devido as frequentes recomendacdes
de saude relativas ao consumo de peixes, determinar a contribuicdo para a ingestao
de contaminantes quimicos como os PCBs, através do consumo de peixes e outros
frutos do mar tornou-se uma questdo de interesse especial. (Domingo & Bocio,
2007). O objetivo desse trabalho foi investigar a possivel contaminacdo por 11
congéneres individuais de PCBs (28, 52, 77, 81 101, 118, 126, 138, 153, 169 e 180)
em amostras in natura de diferentes espécies de pescados do litoral do Estado do

Rio Grande do Sul, Brasil, disponibilizadas para consumo.
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2. Material e Métodos

2.1. Materiais

Padrées individuais dos PCBs 28 (2,4,4'-triclorobifenil), 52 (2,2°,5,5-
tetraclorobifenil), 77 (3,3',4,4-tetraclorobifenil), 81 (3,4,4',5-tetraclorobifenil), 101
(2,2’,4,5,5-pentaclorobifenil), 118 (2,3’,4,4’,5-pentaclorobifenil), 126 (3,3,4,4',5-
pentaclorobifenil), 138  (2,2’,3,4,4’,5-hexaclorobifenil), 153  (2,2',4,4’,5,5-
hexaclorobifenil), 169 (3,3'4,4',5-pentaclorobifenil) e 180 (2,2°,3,4,4’,5,5'-
heptaclorobifenil) foram obtidos de AccuStandard, Inc. (New Haven, USA). Eter de
petréleo e diclorometano grau residuo para a analise de pesticidas, sulfato de sodio
anidro, &cido sulftrico, cloroférmio e metanol foram obtidos de Vetec Quimica Fina
Ltda (Duque de Caxias, RJ, Brasil). n-Hexano grau residuo para analise de
pesticidas foi obtido de Mallinckrodt Baker, Inc. (NJ, USA). Sulfato de sdédio anidro
para analise de residuos de pesticidas foi obtido de Sigma-Aldrich, Co. (St. Louis,
USA). Silica gel 60 (70-230 mesh) foi obtida de Merck KGaA (Darmstadt, Germany).

2.2. Amostras

Um total de 60 amostras de pescados procedentes de captura no Oceano
Atllantico foram analisadas e se referem a peixes marinhos frequentemente
disponibilizados para consumo pela populacdo. Esses pescados, ainda frescos,
foram obtidos comercialmente entre maio e julho de 2012, nos municipios de
Tramandai e Rio Grande, localizados, respectivamente, no litoral norte (LN) e litoral
sul (LS) do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil (Fig.1). As amostras foram
coletadas individualmente e, logo na sequéncia, devidamente identificadas e

acondicionadas em congelador a -20°C até o momento das andlises (Tabela 1).

2.3. Anélises de PCBs

A extracao da fracao lipidica das amostras foi realizada conforme descrito por

Waliszewski et al. (1997), com algumas modificacdes. Adicionou-se sulfato de sddio
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anidro a aproximadamente 50 gramas de cada amostra de pescado triturado (tecido
muscular) até obter-se uma mistura seca. A seguir, a mesma foi transferida para
uma coluna e eluida com éter de petréleo (120ml). O solvente foi evaporado sob
vacuo e a gordura extraida foi transferida para um frasco de vidro e mantida a -20°C
até o momento das analises. A extracdo dos PCBs foi realizada seguindo a
metodologia descrita por Storelli et al. (2010). Uma aliquota de 100mg de gordura foi
dissolvida em n-hexano e transferida para uma coluna cromatografica contendo 8 g
de silica gel acidificada (H>SO,4 44%, w/w), sendo entdo eluida com 50ml de uma
mistura hexano/diclorometano (1/1, v/v) para purificacdo dos analitos, os quais foram
recolhidos em bal@o de rotaevaporador. Apds evaporagdo e concentracdo, o extrato
foi reconstituido com n-hexano e utilizado para determinagdo dos PCBs em um
cromatografo gasoso Agilent Technologies modelo 6890N dotado de um
microdetector de captura de elétrons °®Ni (UDCE). Uma coluna HP-5 de silica
fundida (cross linked 5% fenil metil siloxane gum, 30 m de comprimento, 0,25 mm de
diametro interno, 0,25 um de espessura) foi empregada. As condi¢bes de operacao
foram: injetor 280 °C, detector 320 °C, temperatura do forno foi mantida a 60 °C por
5 min, aumentada até 190 °C a 30 °C/min e mantida por 5 min, apés aumentando
até 220 °C a 5 °C/min por 5min, finalmente aquecendo até 300 °C a 20 °C/min
permanecendo por 1,67 min. O gas utilizado foi o hélio, a um fluxo na coluna de 1,5
mL/min. Todas as amostras foram analisadas em duplicada e os resultados
representam a média aritmética. Uma mistura de congéneres especificos de PCBs
foi utilizada para a calibracdo e recuperacdo. As médias das recuperacdes ficaram
entre 71,39 e 109,51%. Os limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ)
foram, respectivamente, de 1 ng/g e de 5 ng/g de gordura de pescado para todos 0s
PCBs. A confirmacéo dos resultados obtidos foi realizada em um cromatografo a gas
acoplado a espectrometria de massas (GC/MS), marca Agilent Technologies,
modelo 6890N. Para obtencao dos teores de lipidios totais dos pescados analisados,
empregou-se a metodologia de Bligh e Dyer (1959).

2.4. Andlises Estatisticas

Os dados foram analisados pelo software Statistica® 7.0. Efetuaram-se as
meédias das frequiéncias de determinacdo e concentracdes dos congéneres de PCBs
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nas amostras dos pescados analisados, e aplicou-se o teste Kolmogorov-Smirnov
para comparar as duas regides de coleta. Para as concentragdes de PCBs entre as
espécies aplicou-se o teste Kruskai-Wallis ANOVA. As médias das gorduras por
espécie de pescado foram estabelecidas pelo ANOVA entre as espécies, seguido do
teste de Tukey. As diferengas foram consideradas com no minimo de p<0,05 de

significancia.

3. Resultados e Discussao

A frequéncia de determinacdo e concentracdo média de PCBs encontradas
nas amostras de pescados analisadas encontram-se na Tabela 2. Os 11 PCBs
investigados n&o foram encontrados em todas as amostras analisadas, sendo que
0s PCBs 28 e 52 néo foram detectados. O PCB 153 foi encontrado em 98,33% das
amostras analisadas, seguido pelos PCBs 138 e 180 encontrados em 95% das
amostras, pelo PCB 118 encontrado em 93,33% das amostras, pelo PCB 101
encontrado em 60% das amostras, pelo PCB 77 e PCB 81, encontrados em 33,33%
e 31,67% das amostras, respectivamente. PCBs 126 e 169 foram encontrados em
menores freqiéncias, 18,33% e 15%, respectivamente. Os valores referentes as
concentracfes médias dos compostos analisados sdo apresentados em ng/g de
gordura de pescados. Os congéneres individuais encontrados nas maiores
concentragbes medias foram o PCB 153 (184,36 ng/g de gordura), seguido pelo
PCB 138 (159,27 ng/g de gordura), PCB 118 (98,16 ng/g de gordura), PCB 180
(69,04 ng/g de gordura), PCB 101 (32,99 ng/g de gordura) e PCB 77 (12,95 ng/g de
gordura). Os PCBs 81, 126 e 169 foram encontrados nas menores concentracdes
(4,97 ng/g, 4,49 ng/g e 2,08 ng/g de gordura, respectivamente).

Dentre as amostras dos diferentes pescados marinhos analisados, a maior
frequéncia ocorreu na determinacdo dos PCBs 153, 138, 180, 118 e 101, os quais,
juntamente com os PCBs 28 e 52 caracterizam-se como os chamados “sete
indicadores”, e confirmou a contaminagdo ambiental no litoral do Estado do Rio
Grande Sul, localizado no extremo sul do Brasil. Esses PCBs indicadores tem sido
associados a maior parte da contaminacdo ambiental por PCBs existente no mundo
(WHO, 1993) e detectados em diferentes organismos marinhos de diversas regides
do mundo (Mormede & Davis, 2003; Storelli et al. 2010; Liu et al., 2011; Asante et
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al., 2013). No Brasil, contribuiu para a confirmacdo da contaminacdo ambiental por
esses congéneres, o fato do PCB 153 ter sido o composto mais detectado em
amostras de tecido muscular de tubardes azuis e peixes espada da costa brasileira,
seguidos pelos PCBs 138 e 180 (Silva et al. 2007).

No presente estudo, a maior freqiiéncia na determinacao dos PCBs 153, 138,
180, 118 e 101 nas amostras de pescados analisadas comprovam que O0S
congéneres mais clorados sdo também os mais persistentes e os mais detectados
também nas amostras de pescados destinadas ao consumo humano. Esses dados e
as concentracdes obtidas para os congéneres de PCBs analisados estdo de acordo
com outros estudos (Bayarri, et al. 2001; Storelli et al. 2003; Storelli et al. 2011,
Baptista et al. 2013), os quais detectaram as maiores concentracfes dos
congéneres 138, 153 e 180 em peixes de diferentes espécies.

A tabela 3 apresenta a concentracdo média de PCBs encontrados nas
amostras analisadas, considerando-se suas respectivas regides de procedéncia no
litoral do Estado do Rio Grande do Sul. Foram analisadas 31 amostras provenientes
da cidade de Tramandai, no litoral norte do Estado, e 29 amostras provenientes da
cidade de Rio Grande, localizada no litoral sul do Estado. Comparando-se as duas
regides de coleta, pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, somente o PCB 81 teve
diferenca significativa, sendo detectado em concentracdo média de 3,30 ng/g de
gordura nas amostras do litoral norte e 6,75 ng/g de gordura nos pescados do litoral
sul do Estado.

Analisando-se a distribuicdo dos PCBs nas amostras de pescados coletados
nas duas cidades do litoral do Estado Rio Grande do Sul, destaca-se que as
mesmas possuem, entre si, uma distancia geografica de 429km. Além disso, Rio
Grande, no litoral Sul, € uma cidade portuaria e industrializada. A deteccdo de cinco
dos sete PCBs indicadores analisados, confirmou a contaminagédo ambiental nos
dois pontos de coleta da amostras de pescados disponibilizados para consumo no
litoral do Estado do Rio Grande do Sul, pelos mesmos congéneres. A Unica
diferenca significativa entre as regides foi atribuida ao PCB 81, detectado em maior
concentracdo meédia nas amostras de pescados do litoral sul. Este PCB se
caracteriza como um analogo das dioxinas (DL-PCB) e, por isso, sua deteccdo em
peixes destinados ao consumo humano assume maior interesse por suas
propriedades toxicoldgicas, além da sua caracterizagcdo como poluente organico

persistente.
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A representacdo grafica das concentragcbes meédias de PCBs em seis
espécies de pescados marinhos disponibilizados para consumo pela populacéo,
estdo apresentados e expressos em ng/g de gordura (Fig 2). Com excecédo do PCB
126 e dos que nao foram detectados (PCBs 28 e 52), todas as espécies de
pescados marinhos analisadas diferiram entre si para todos os demais PCBs.
Somente o PCB 138 teve significancia 0,05 e todos os demais tiveram significancia
<0,01. As anchovas apresentaram as maiores concentracées médias para o PCB
101 (59,90 ng/g de gordura), para o PCB 81 (14,29 ng/g de gordura), para o PCB
153 (260,56 ng/g de gordura), para o PCB 138 (242,57 ng/g de gordura) e para o
PCB 180 (114,62 ng/g de gordura). Os bagres apresentaram as maiores
concentracfes médias para os demais PCBs analisados, o que se refere ao PCB 77
(36,35 ng/g de gordura), PCB 118 (242,40 ng/g de gordura), PCB 126 (11,88 ng/g de
gordura) e ao PCB 169 (6,50 ng/g de gordura).

Dados obtidos na analise das concentracbes médias dos congéneres de
PCBs em estudo nas seis espécies de pescados marinhos analisados confirmaram
diferencas nos niveis de contaminacdo dessas espécies. Essa variacdo entre os
niveis de poluentes foi mencionada por Storelli et al. (2003), como decorrente da
interacdo organismo sedimento. Segundo esses autores, organismos que vivem em
estreita relacdo com os sedimentos, sdo expostos a PCBs sedimentares através de
varias vias, tais como o contato direto com o sedimento, a respiracdo de agua
intersticial e por ingestdo incidental de sedimentos. No entanto, a exposi¢cao dos
peixes aos contaminantes, por via alimentar, foi indicada como predominante para a
maioria das espécies (Burreau et al., 2004).

Em estudo realizado por STORELLI et al. (2003), no Mar Adriatico, 0s
congéneres individuais de PCBs analisados foram: 8, 20, 28, 35, 52, 60, 77, 101,
105, 118, 126, 138, 153, 156, 169, 180 e 209. Os valores encontrados para estes
compostos estavam entre 32 e 235 ng/g de gordura para pescado bentdnico, e entre
17 e 57 ng/g para pescado oceanico, sendo que 0s congéneres 28, 52, 101, 118,
138, 153 e 180 foram os mais abundantes. Esses dados estdo em acordo com 0s
resultados obtidos no presente estudo, onde os bagres, espécie caracterizada como
bentbnica apresentou contaminacdo para cinco desses congéneres. As
concentracbes desses poluentes sdo apontadas como dependentes, basicamente,
do ambiente em que as respectivas espécies sao capturadas (Domingo & Bocio,

2007). Nesse sentido, esses autores indicam que alguns grupos da populacao, os



44

quais frequentemente consomem grandes quantidades de certas espécies de
pescados, podem aumentar significativamente os riscos de salude pela exposicao
aos PCBs.

Os teores de gordura médio, por espécie analisada, indicaram o seguinte
ranking: anchovas (5,64%) > tainhas (4,46%) > bagres (3,23%) > corvinas (1,87%) >
sardinhas (1,63%) > peixe-rei (1,45%).

As andlises referentes as concentracdes medias de PCBs em tainhas,
anchovas e bagres, espécies com maior percentual médio de gordura dentre as
amostras analisadas, considerando-se as amostras dessas espécies coletadas no
litoral norte e litoral sul estado do Rio Grande do Sul, s&o apresentadas,
respectivamente, na figura 3 (A) e (B). Com base na estatistica, aponta-se que as
tainhas do litoral norte apresentaram maior contaminacédo pelo PCB 77 (média de
14,31 ng/g de gordura) do que as do litoral sul (média de 0,50 ng/g de gordura). Os
bagres do litoral sul apresentaram maior contaminacéo para os pcbs 81 (9,44 ng/g
de gordura), 138 (263,65ng/g) e 180 (140 ng/g de gordura) do que os do litoral norte
gue, para esses congéneres, apresentaram concentracfes médias de 0,5 ng/g de
gordura, 107,34 ng/g de gordura e 34,59 ng/g de gordura, respectivamente. As
anchovas do litoral norte e sul n&o diferiram significativamente entre si para nenhum
dos PCBs.

Por terem sido as espécies com maiores percentuais médios de gordura
desse estudo identificadas como as mais contaminadas pelos congéneres
investigados, destaca-se as colocagbes de outros autores, 0S quais associaram 0
fato de que espécies com mais alto teor em lipidios apresentaram-se com a mais

alta contaminacéo por PCBs (Coelhan et al., 2006; Trocino et al., 2009).

5. Conclusodes

Confirmou-se a contaminacéo por 9 dos 11 congéneres de PCBs investigados
em seis espécies de peixes de consumo procedentes do litoral do Estado do Rio
Grande do Sul, Brasil. Os dados obtidos séo indicativos da contaminagdo ambiental
nessa regiao e sugere-se sua consideragcdo como um fator de impacto na qualidade
e seguranca alimentar dos pescados de consumo, bem como a necessidade de

adequacao da legislacéo brasileira sobre o tema.
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Figura 1

Disposicao dos locais de amostragem. As amostras de pescados foram obtidas no
litoral norte e litoral sul do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil.
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Figura 2
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Concentracdes de PCBs (média e desvio-padrdo) em ng/g de gordura de pescados
dos litorais norte e sul do estado do RS.
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Figura 3 (A)
Concentracdes de PCBs (média e desvio-padrdo) em ng/g de gordura de tainhas,
anchovas e bagres do litoral norte (LN) do RS.
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Figura 3 (B)
Concentracdes de PCBs (média e desvio-padrdao) em ng/g de gordura de
anchovas e bagres do Litoral Sul (LS) do Rio Grande do Sul.
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Tabela 1
Informacdes sobre as amostras coletadas
Nome Nome Familia Numero Numero Habitat
comum cientifico total de marinho
de amostras
amostras  por regiao
da espécie de coleta®
Tainha Mugil spp. Mugilidae 12 6 (LN) e Pelagico
6 (LS)
Anchova Pomatomus Pomatomidae 10 4 (LN) e Pelagico
saltatrix 6 (LS)
Bagre Arius spp. Ariidae 12 6 (LN) e Bentonico
6 (LS)
Corvina Micropogonias Sciaenidae 6 2 (LN) e Nectonico
furnieri 4 (LS) demersal
Sardinha Sardinella Clupeidae 13° 13 (LN) Pelagico
brasiliensis
Peixe-rei Odontesthes  Atherinidae 7° 7 (LS) Pelagico
bonariensis

?LN se refere a amostras coletadas no litoral norte e LS se refere a amostras coletadas no litoral sul,
ambos do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil.

® Amostras de Sardinhella brasiliensis foram analisadas em 13 lotes, cada um deles formado pelo
agrupamento de 10 unidades desse pescado, de tamanhos similares.

° Amostras de Odontesthes bonariensis foram analisadas em 7 lotes, cada um deles formado pelo
agrupamento de 5 unidades desse pescado, de tamanhos similares.
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Tabela 2
Frequéncia de determinacdo e concentracdo de PCBs (média, mediana, desvio-
padrdo, minimo e maximo) em ng/g de gordura de pescados (n=60)

Congénere n> % > Média Mediana Devio- Minimo Maximo
LOQ LOQ padréao
PCB 28 0 0,00% 0,50 0,50 0,00 0,50 0,50
PCB 52 0 0,00% 0,50 0,50 0,00 0,50 0,50
PCB 101 36 60% 32,99 13,98 40,90 0,50 204,74
PCB 81 19 31,67% 4,97 0,50 8,25 0,50 51,58
PCB 77 20 33,33% 12,95 0,50 33,83 0,50 183,22
PCB 118 56 93,33% 98,16 59,97 113,77 0,50 640,70
PCB 153 59 98,33% 184,36 144,13 153,31 0,50 658,20
PCB 138 57 95,00% 159,27 119,77 164,05 0,50 737,14
PCB 126 11 18,33% 4,49 0,50 17,42 0,50 133,11
PCB 180 57 95,00% 69,04 40,92 86,11 0,50 436,93
PCB 169 9 15,00% 2,08 0,50 3,96 0,50 17,71

n = Numero de amostras. Valores entre LOD e LOQ foram considerados como LOQ/2 e valores
abaixo do LOD foram considerados como LOD/2 para o calculo da média e mediana. LOD: 1ng/g de
gordura de pescado; LOQ: 5 ng/g de gordura de pescado.
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Concentracdes de PCBs (média e desvio-padrdo) em ng/g de gordura de pescados
dos litorais norte e sul do estado do Rio Grande do Sul

Litoral Norte (n=31)

Litoral Sul (n=29)

Congénere Média Mediana Média Mediana
PCB 28 0,50 0,00 0,50 0,00
PCB 52 0,50 0,00 0,50 0,00
PCB 101 32,52 47,13 33,50 33,82
PCB 81 3,30 5,81 6,75 10,05
PCB 77 13,85 34,12 11,99 34,10
PCB 118 89,71 122,29 107,19 105,30
PCB 153 212,84 172,62 153,92 125,47
PCB 138 181,20 201,36 135,83 110,29
PCB 126 7,91 23,87 0,83 1,42
PCB 180 79,86 105,38 57,48 58,79
PCB 169 2,40 4,61 1,74 3,17

n = Numero de amostras. Valores entre LOD e LOQ foram considerados como LOQ/2 e valores
abaixo do LOD foram considerados como LOD/2 para o calculo da média e mediana. LOD: 1ng/g de

gordura de pescado; LOQ: 5 ng/g de gordura de pescado.

* p<0,05
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5 CONCLUSOES

Dos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir que:

A ocorréncia de contaminagéo por PCBs foi confirmada em todas as espécies
de pescados analisadas nesse estudo e coletadas no litoral do Estado do Rio
Grande do Sul.

Os PCBs investigados nao foram encontrados em todas as amostras
analisadas e a freqiéncia de determinacdo dos congéneres nas amostras de
pescados foi encontrada de acordo com o seguinte ranking: PCB 153
(98,33%) > PCBs 138 e 180 (95% para cada um) > PCB 118 (93,33%) > PCB
101 (60%) > PCB 77 (33,33%) > PCB 81 (31, 67%) > PCBs 126 (18,33%) >
169 (15%). Os PCBs 28 e 52 nao foram detectados.

A quantificacdo dos compostos em estudo indicou que os pescados estavam
contaminados por congéneres de PCBs no seguinte ranking de suas
respectivas concentragcbes médias expressas em ng/g de gordura: PCB 153
(184,36 ng/g) > PCB 138 (159,27 ng/g) > PCB 118 (98,16 ng/g) > PCB 180
(69,04 ng/g) > PCB 101 (32,99 ng/g) > PCB 77( 12,95 ng/g) > PCBs 81 (4,97
ng/g) > PCB 126 (4,49 ng/g) > PCB 169 (2,08 ng/g).

Ao comparar os niveis de PCBs detectados nas amostras de pescado in
natura obtidas no litoral norte e no litoral sul do Rio Grande do Sul somente o
PCB 81 teve diferenca significativa entre as regibes onde foi detectado.
Assim, foi possivel determinar que as regides do litoral (norte e sul) do Rio
Grande do Sul estdo contaminadas por cinco dos sete PCBs indicadores.

A andlise entre os niveis das concentracbes médias detectadas para as
diferentes espécies de pescados evidenciou, de modo geral, que as
anchovas, tainhas e bagres, respectivamente, espécies com 0s maiores
teores médios de gordura determinados, foram também as mais
contaminadas pelos PCBs 118, 153, 138 e 180. Ressalta-se que as amostras
foram coletadas aleatoriamente, diferindo em tamanhos, pesos e més de
captura.

Sugere-se que os dados obtidos podem ser considerados como indicativos da
contaminacdo ambiental por PCBs no litoral do RS, com possiveis impactos

na qualidade e seguranca alimentar dos pescados de consumo.
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Sugere-se, também, a continuidade nas pesquisas sobre a determinacdo de
poluentes persistentes, como os PCBs, em pescados destinados ao consumo
humano no Brasil. Isto pode ser util como subsidio as autoridades sanitarias,
pois, identifica-se a necessidade da elaboracdo de politicas publicas de
controle da contaminacdo ambiental pelos PCBs em nosso pais,
especialmente de modo a cumprir as recomendacfes da Convencdo de
Estocolmo. Além disso, para contribuir com a necessaria adequacdo da
legislacdo brasileira referente a este tema, particularmente em relacdo aos

pescados, e como subsidio indispensavel na vigilancia sanitaria de alimentos.
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APENDICE

Parametros utilizados por GC/MS para confirmacdo dos resultados obtidos na
analise dos PCBs.

Volume injetado 1 pL, modo splitless
Temperatura do injetor Constante a 250 °C

Gas de arraste Hélio, pressao inicial 13.38 psi
Fluxo Constante a 1.5 mL min™

60 °C (1 min), 10 °C/min até 200 °C,

5 °C/min até 225 °C, 10 °C/min até 280 °C (9.5 min)
Temperatura de transferéncia ~ Constante a 290 °C

Temperatura da fonte Constante a 230 °C

Temperatura do quadrupolo Constante a 150 °C

Programacéo da rampa

m/z 256 186 258 e 260 (PCB 28)
fons selecionados m/z 291 220, 222, 290 (PCB 52)
m/z 326 254, 324 e 328 (PCBs 101 e 118)

m/z 360 290 358 e 361. (PCBs 138 e 153)
m/z 394 324 396 e 398 (PCB 180)

miz 292, 290, 294, 220 (PCB 77)

miz 292, 290, 294, 220 (PCB 81)

miz 326, 328, 324, 254 (PCB 126)

m/z 360, 362, 358, 290 (PCB 169)
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ANEXO

FOOD AND CHEMICAL TOXICOLOGY - Guide for authors

INTRODUCTION

Food and Chemical Toxicology (FCT) publishes original research articles, reviews,
and case reports on the toxic effects,in animals or humans, of natural or synthetic
chemicals occurring in the human environment with particular emphasis on food
safety, chemical safety, and other areas of consumer product safety. Research
papers with a clear scientific contribution to the field of food/ chemical toxicology will
be given preference in the review process. Manuscripts concerning materials/
substances of only local interest for which the chemical composition of the
material/substance is not clearly defined will not be considered. In addition to these
areas, papers on industrial and agricultural chemicals and pharmaceuticals are
encouraged. Furthermore new areas such as safety evaluation of novel foods and
ingredients and biotechnologically derived products, including nanomaterials and
inter-relationships between nutrition and toxicology are encouraged. Studies should
address the physiological, biochemical or pathological changes induced by specific
substances, techniques for assessing potential toxicity, including molecular biology or
the mode/mechanisms underlying toxic phenomena. All aspects of in vivo toxicology
are covered, including systemic effects on specific organ systems, immune functions,
carcinogenesis and reproductive/developmental toxicology. Papers reporting the
toxicological examination of specific chemicals or consumer products are published
irrespective of the positive or negative nature of the results, provided the tests and
reporting meet current standards of scientific adequacy. FCT encourages submission
of in vitro papers, particularly those fostering the 3 Rs.

Types of paper

The Journal's main purpose is the publication of papers reporting and interpreting
original unpublished toxicological research, particularly studies promoting an
understanding of the mechanisms underlying toxic effects or improvements in
methods for predicting adverse effects. Papers reporting the toxicological
examination of specific foods, chemicals or consumer products will be published,
irrespective of the positive or negative nature of the results, provided the tests and
reporting meet current standards of acceptability. In addition, Brief Communications
will also be considered, as Will concise interpretative Reviews of toxicological topics
of contemporary significance. Letters to the Editor will be limited to comments on
contributions already published in the journal; if a letter is accepted, a response (for
simultaneous publication) will be invited from the authors of the original contribution.
All Letters to the Editor should be submitted to the Editor in Chief, A. Wallace Hayes
at the following address: awallacehayes@comcast.net.

PREPARATION

Use of wordprocessing software

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used.
The text should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as
possible. Most formatting codes will be removed and replaced on processing the
article. In particular, do not use the wordprocessor's options to justify text or to
hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts, superscripts etc.
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When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces,
to align columns. The electronic text should be prepared in a way very similar to that
of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier:
http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that source files of figures, tables
and text graphics will be required whether or not you embed your figures in the text.
See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check’ and
‘grammar-check’ functions of your wordprocessor.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should
be numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in
section numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not
just refer to 'the text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading
should appear on its own separate line.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a
detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already
published should be indicated by a reference: only relevant modifications should be
described.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive
citations and discussion of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section,
which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and
Discussion section.

Essential title page information

» Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval
systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

* Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a
double name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses
(where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a
lower-case superscript letter immediately after the author's name and in front of the
appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the
country name and, if available, the e-mail address of each author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all
stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that phone
numbers (with country and area code) are provided in addition to the e-mail
address and the complete postal address. Contact details must be kept up to
date by the corresponding author.
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* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in
the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent
address’) may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which
the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address.
Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the
purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is
often presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this
reason, References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and
year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if
essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Graphical abstract

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a
concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership online.
Authors must provide images that clearly represent the work described in the article.
Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online submission
system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h
x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 cm
using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or
MS Office files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.
Authors can make use of Elsevier's lllustration and Enhancement service to ensure
the best presentation of their images also in accordance with all technical
requirements: lllustration Service.

Highlights

Please amend your research highlights so that they consist of 3 to 5 brief bullet
points which convey the core findings of your work. Please ensure EACH bullet point
does NOT exceed 125 characters

(including spaces). An example is given below:

RESEARCH HIGHLIGHTS EXAMPLE:

* Research highlights are a mandatory field of a submitted paper & therefore should
not exceed 125 characters including spaces.

Keywords
Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using British
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for
example, 'and’, 'of). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly
established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing
purposes.

Abbreviations

Abbreviations should be used sparingly; they should be defined when first used in the
paper but also listed in alphabetical order under Abbreviations as a footnote to the
title page (see above).

Acknowledgements
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Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the
title or otherwise. List here those individuals who provided help during the research
(e.g., providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Nomenclature and units

All measurements should be expressed in metric, preferably Sl, units. Test chemicals
and enzymes must be clearly identified, IUPAC and CAS names being used,
wherever possible with the aid of CAS Registry and EC numbers. Pesticides should
be referred to be their ISO names and human and veterinary drugs by their INNSs.

Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their
readers oneclick access to relevant databases that help to build a better
understanding of the described research. Please refer to relevant database identifiers
using the following format in your article: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020;
CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See http://www.elsevier.com/databaselinking for more
information and a full list of supported databases.

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the
article, using superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into
the text, and this feature may be used. Should this not be the case, indicate the
position of footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at
the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Artwork

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

+ Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New
Roman, Symbol, or

use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version.

* Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are
given here.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word,
PowerPoint, Excel) then please supply 'as is' in the native document format.
Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic
artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following
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formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and
line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of
300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a
minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to
a minimum of 500 dpi.

Please do not:

» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these
typically have a low number of pixels and limited set of colors;

» Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG),
EPS (or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with
your accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no
additional charge, that these figures will appear in color on the Web (e.g.,
ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are
reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will
receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of your
accepted article. Please indicate your preference for color: in print or on the Web
only. For further information on the preparation of electronic artwork, please see
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Please note: Because of technical
complications which can arise by converting color figures to 'gray scale' (for the
printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable
black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached
to the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a
description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum
but explain all symbols and abbreviations used.

Tables
Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place
footnotes to tables below the table body and indicate them with superscript
lowercase letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that
the data presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the
article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference
list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full.
Unpublished results and personal communications are not recommended in the
reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in
the reference list they should follow the standard reference style of the journal and
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should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results’
or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item
has been accepted for publication.

Reference management software

This journal has standard templates available in key reference management
packages EndNote (http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference
Manager (http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing
packages, authors only need to select the appropriate journal template when
preparing their article and the list of references and citations to these will be
formatted according to the journal style which is described below.

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and
the year of publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al." and the year of
publication.

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be
listed first alphabetically, then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999).
Kramer et al. (2010) have recently shown ....'

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the
same year must be identified by the letters 'a’, 'b’, 'c', etc., placed after the year of
publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific
article. J. Sci. Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New
York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your
article, in: Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-
Publishing Inc., New York, pp. 281-304.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to:

List of title word abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php; NLM
Catalog (Journals referenced in the NCBI Databases):
http://www.ncbi.nim.nih.gov/nimcatalog/journals; CAS (Chemical Abstracts Service):
via http://www.cas.org/content/references/corejournals.

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance
your scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to
submit with their article are strongly encouraged to include links to these within the
body of the article. This can be done in the same way as a figure or table by referring
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to the video or animation content and noting in the body text where it should be
placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly relate to the
video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a
preferred maximum size of 50 MB. Video and animation files supplied will be
published online in the electronic version of your article in Elsevier Web products,
including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with your
files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate
image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to
your video data. For more detailed instructions please visit our video instruction
pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and
animation cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text
for both the electronic and the print version for the portions of the article that refer to
this content.

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their
published article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown
next to the online article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to
summarize their research in their own words and to help readers understand what
the paper is about. More information and examples are available at
http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal will automatically receive
an invitation e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of their
paper.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your
scientific research. Supplementary files offer the author additional possibilities to
publish supporting applications, highresolution images, background datasets, sound
clips and more. Supplementary files supplied will be published online alongside the
electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:
http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is
directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats.
Authors should submit the material in electronic format together with the article and
supply a concise and descriptive caption for each file. For more detailed instructions
please visit our artwork instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending
it to the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of
any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

* E-mail address

* Full postal address

* Phone numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

» Keywords

* All figure captions
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* All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

* Manuscript has been 'spell-checked' and ‘grammar-checked'

* References are in the correct format for this journal

* All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources
(including the Web)

» Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the
Web (free of charge) and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of
charge) and in black-and-white in print

« If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also
supplied for printing purposes

For any further information please visit our customer support site at
http://support.elsevier.com.



