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RESUMO

Esta tese apresenta trés estudos inovadores em saude ambiental usando a técnica
avangada de cromatografia a gas bidimensional abrangente acoplada a espectrometro de massas
hibrido do tipo quadrupolo-tempo de voo (GCxGC/Q-TOFMS). No primeiro estudo, foi
desenvolvido e validado um método analitico baseado em GCxGC/Q-TOFMS, usando
derivatizacdo por propil cloroformato/propanol, para a andlise (untargeted e targeted) de
metabolitos em amostras de extratos de células de fibroblastos de pele humana expostas ao
herbicida Roundup®. A abordagem untargeted permitiu identificar 379 compostos de classes
metabolicas diversificadas, incluindo 4cidos graxos, alcoois, hidrocarbonetos, cetonas, aldeidos,
aminas e¢ amidas, enquanto a estratégia targefed quantificou 21 aminodcidos com alta
especificidade. O tratamento dos dados revelou um painel de 7 potenciais biomarcadores
altamente discriminatdrios: metilcisteina e N-acetil-L-metionina (alteragdes no metabolismo de
enxoftre), metil estearato e acido linoleico (disfungao lipidica), L-acido glutamico, L-cisteina e
acido y-aminobutirico (GABA) (desregulaciao neurotransmissora). A identificagdo do GABA e
de intermediarios lipidicos sugeriu mecanismos toxicologicos associados a estresse oxidativo e
neurotoxicidade, alinhando-se a estudos recentes sobre o impacto do glifosato em vias
metabolicas criticas. No segundo estudo, foi desenvolvido um método analitico de alta
resolucdo baseado em GCxGC, usando microextragdo em fase solida por imersao direta (DI-
SPME), para andlise untargeted de material particulado (PTS e MP;5). As amostras foram
coletadas no municipio de Brumadinho/Minas Gerais, apés o rompimento da barragem de
rejeitos de mineragdo localizada no Coérrego do Feijao. O estudo identificou 382 compostos
organicos nas amostras atmosféricas, abrangendo classes de toxicidade critica para a saude
humana, como agrotdxicos, hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs) e outros
compostos organicos volateis (VOCs). Os resultados constituiram a primeira evidéncia
analitica robusta da contaminacdo atmosférica pds-rompimento, catalisando agdes
emergenciais. Por fim, o terceiro trabalho consistiu na aplicagdo de ferramentas de
planejamento e otimizagdo de experimentos no desenvolvimento de um método GCxGC para
analise untargeted de material particulado (MP>5) coletado em Belo Horizonte/MG, usando
extracdo por DI-SPME. O estudo investigou contrastes da contaminacdo do ar entre duas
regidoes de Belo Horizonte: uma regido predominantemente de preservacao florestal (Parque
Ecolégico da UFMQ), considerada referéncia de baixo impacto antropico; e outra em zona
urbana de alta densidade veicular (Portaria 1 da UFMG, situada na Av. Antonio Carlos).
Utilizando GCxGC/Q-TOFMS, foram identificados 189 compostos organicos volateis e
semivolateis nas amostras coletadas. Dentre estes, destacaram-se plastificantes e derivados de
HPAs. Os resultados indicaram transporte atmosférico de poluentes da zona urbana para regides
naturais de Belo Horizonte, como a Esta¢dao Ecologica da UFMG. Os resultados expdem a
vulnerabilidade de ecossistemas urbanos a dinamicas atmosféricas, onde mesmo areas
protegidas sofrem infiltracdo de poluentes de origem veicular e industrial.

Palavras-chave: GCxGC; glifosato; metaboldmica; quimiometria; material particulado.



ABSTRACT

This thesis presents three innovative studies in environmental health using the advanced
technique of comprehensive two-dimensional gas chromatography coupled with hybrid
quadrupole time-of-flight mass spectrometer (GCxGC/Q-TOFMS). In the first study, an
analytical method based on GCxGC/Q-TOFMS, using propyl chloroformate/propanol
derivatization, was developed and validated for the analysis (untargeted and targeted) of
metabolites in samples of human skin fibroblast cell extracts exposed to the herbicide
Roundup®. The untargeted approach allowed the identification of 379 compounds from diverse
metabolic classes, including fatty acids, alcohols, hydrocarbons, ketones, aldehydes, amines,
and amides, while the targeted strategy quantified 21 amino acids with high specificity. Data
analysis revealed a panel of 7 highly discriminatory potential biomarkers: methylcysteine and
N-acetyl-L-methionine (alterations in sulfur metabolism), methyl stearate and linoleic acid
(lipid dysfunction), L-glutamic acid, L-cysteine and y-aminobutyric acid (GABA)
(neurotransmitter dysregulation). The identification of GABA and lipid intermediates
suggested toxicological mechanisms associated with oxidative stress and neurotoxicity, in line
with recent studies on the impact of glyphosate on critical metabolic pathways. In the second
study, a high-resolution analytical method based on GCxGC, using direct immersion solid-
phase microextraction (DI-SPME), was developed for untargeted analysis of particulate matter
(PTS and PMy5). The samples were collected in Brumadinho/MG after the collapse of the
mining tailings dam in Corrego do Feijao. The study identified 382 organic compounds in the
atmospheric samples, covering classes of critical toxicity for human health, such as pesticides,
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), and other volatile organic compounds (VOCs). The
results constituted the first robust analytical evidence of post-failure atmospheric contamination,
catalyzing emergency actions. Finally, the third work consisted of applying design of
experiments and optimization tools in developing a GCxXGC method for untargeted analysis of
particulate matter (PM2.s) collected in Belo Horizonte/Minas Gerais, using DI-SPME extraction.
The study investigated contrasts in air contamination between two regions of Belo Horizonte:
a predominantly forested region (UFMG Ecological Park), considered a reference for low
anthropogenic impact, and another in an urban area with high vehicle density (UFMG Entrance
1, located on Antonio Carlos Avenue). Using GCxGC/Q-TOFMS, 189 volatile and semi-
volatile organic compounds were identified in the collected samples. Among these, plasticizers
and PAH derivatives stood out. The results indicated atmospheric transport of pollutants from
the urban area to natural regions of Belo Horizonte, such as the UFMG Ecological Park. The
results expose the vulnerability of urban ecosystems to atmospheric dynamics, where protected
areas suffer infiltration of pollutants from vehicular and industrial sources.

Keywords: GCxGC; glyphosate; metabolomics; chemometrics; particulate matter.
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PCA Principal Component Analysis

PCBs Polychlorinated biphenyls
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PDMS Polydimethylsiloxane

PeCB Pentaclorobenzeno
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PLS-DA Partial Least Squares - Discriminant Analysis
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PTFE Politetrafluoretileno

PTS Particulas Totais em Suspensao

PUF Polyurethane foam
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SMPDB The Small Molecule Pathway Database
SPME Solid Phase Microextraction

SSQ Sum Squared

SvVOC Semi-volatile organic compound

TOF Time of Flight (tempo de voo)



U.S. EPA
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uPA
uPAR
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United States Environmental Protection Agency
Universidade Federal de Minas Gerais
Urokinase

Receptor de urokinase

World Health Organization (Organizacdo Mundial da Saude)



LISTA DE SIMBOLOS

'D Coluna da primeira dimens3o

D Coluna da segunda dimensao

1tR Tempo de retengao na primeira coluna
2R Tempo de retengdo na segunda coluna
C1 Campanha 1

C2 Campanha 2

P1 Ponto 1

P2 Ponto 2

P3 Ponto 3

P4 Ponto 4

P5 Ponto 5

ppb Partes por bilhdo

ppt Partes por trilhdao

m/z Razio massa/carga

Pwum Periodo de modulagao

W largura de pico na base de um pico eluido da coluna da segunda dimensao de um

sistema de cromatografia bidimensional abrangente

Tm temperatura do modulador
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CAPITULO 1. ASPECTOS GERAIS

A sociedade contemporanea enfrenta sérios desafios relacionados a polui¢cao ambiental,
causados principalmente pelo uso inadequado dos recursos tecnoldgicos e naturais. Diante disso,
a comunidade cientifica tem investigado os impactos de diversas classes de poluentes na satde
humana e no meio ambiente. Nesse contexto, esta tese descreve trés trabalhos de analise de
poluentes ambientais, utilizando cromatografia a gas bidimensional abrangente (GCxGC).
Meétodos GCxGC de sofisticado desempenho analitico foram desenvolvidos e aplicados na
analise de amostras reais de interesse ambiental e bioldgico. Os trabalhos reportados sdo de alta
relevancia para o aperfeicoamento da area de andlise de tragos e ofereceram significativas

contribui¢des para as areas de metabolomica e toxicologia ambiental.

Este capitulo contextualiza os principais temas abordados no texto, com foco nas
caracteristicas e na literatura associada aos agrotdxicos, a metabolomica e a técnica GCxGC.
No CAPITULO 2, ¢ apresentado o estudo de potenciais biomarcadores da exposi¢io de células
de fibroblastos de pele humana ao herbicida glifosato (formulagdo comercial Roundup®), por
meio de uma abordagem metaboldémica. No CAPITULO 3, ¢ reportado o trabalho de anélise de
varredura dos compostos (agrotdoxicos € compostos organicos volateis) presentes no material
particulado atmosférico coletado em Brumadinho (Minas Gerais, Brasil), apds o desastre
ambiental de 2019. Um outro estudo similar as andlises de Brumadinho, porém feito com
amostras coletadas em Belo Horizonte (Minas Gerais, Brasil), em duas regides (de preservagao
florestal e urbana), esté relatado no CAPITULO 4. Por fim, o CAPITULO 5 conclui a tese, com
o resumo das principais contribui¢des dos trabalhos para o desenvolvimento cientifico e as

perspectivas futuras.
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1.1  Agrotoxicos

1.1.1 Defini¢ao e mercado dos agrotoxicos

O Decreto Federal brasileiro N° 4.074, de 4 de janeiro de 2002 define agrotoxicos
(Art. 1°, inciso IV) como “produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biologicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecao de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas
e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composic¢ao da flora
ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem
como as substincias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e
inibidores de crescimento” (Decreto N° 4.074, 2002). O Brasil ¢ o maior consumidor de

agrotoxicos do mundo, liderando em 2022 a importacao desses produtos, responsavel por 14,40 %
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Figura 1.1 - Evolugdo da importagdo de agrotoxicos pelo Brasil e sua contribuigdo no mercado mundial.

das importagdes mundiais (7,06 bilhdes de dolares). A Figura 1.1 mostra a evolucao do perfil

de importacdes de agrotoxicos pelo Brasil, de 2000 a 2022 (OEC Trend Explorer, 2024).

1.1.2 Classificacio e toxicidade dos agrotoxicos

A contaminacdo do meio ambiente por agrotoxicos tem sido objeto de varios estudos,

devido a sua alta toxicidade, a bioacumulacao nas espécies e aos processos de degradacao e
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distribuicao no meio ambiente, incluindo a atmosfera (Valenzuela; Menezes; Cardeal, 2019).
Os agrotoxicos podem ter origem natural (bioagrotoxicos), como, por exemplo, derivados de
plantas, fungos e bactérias; ou podem ter origem sintética (a maioria), que sdo aqueles
produzidos em laboratdrio e ndo existem na natureza. Esses compostos apresentam diferentes
propriedades fisico-quimicas e se apresentam na forma de compostos organicos volateis (VOCs)
ou semivolateis (SVOCs). Uma maneira de classificar os agrotoxicos ¢ pela estrutura quimica.
Quanto a composi¢do quimica (Figura 1.2), os agrotdxicos podem ser classificados em quatro
categorias principais: organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretrinas/piretroides.
Quanto ao alvo e aos efeitos toxicoldgicos, os agrotoxicos sdo geralmente classificados como
herbicidas, inseticidas, fungicidas, acaricidas, dentre outros (Chandran; Thomas; Unni, 2019;

Hassaan; El Nemr, 2020).
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AGROTOXICOS

Naturais Sintéticos
Baseados em plantas Oleos minerais
Organoclorados Organofosforados Carbamatos Piretroides
DDT Glifosato Tiobencarb Deltrametrina
DDE Malation Propoxur Ciflutrina
HCH Temefos Molinato Bifentrina
Aldrin Fention Disulfiram | -cialotrina
Dieldrin Diclorvés Piridostigmina Permetrina
Endrin Fenitrotion Metiocarb
Heptacloro Primifés-metilico Carbaril
Clordano
Endosulfan

Figura 1.2 - Classificagdo dos agrotoxicos pela composigdo quimica. Adaptado de Hassaan e El Nemr (2020).

Os agrotoxicos organoclorados contém cloro em suas estruturas quimicas, acumulam-
se no tecido adiposo e sdo altamente estaveis no meio ambiente (com tempos de meia-vida que
variam de 9 dias a 15 anos) (Sparling, 2016). Esses compostos e seus metabolitos afetam o
sistema nervoso central humano, através de alteragdes da cinética do fluxo de K" e Na' pelas

membranas celulares nervosas; o que pode causar intoxica¢ao cronica e convulsdes. Existem
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cinco classes de organoclorados, sendo elas: (1) diclorodifeniltricloroetano (DDT) e seu
analogo diclorodifenildicloroetileno (DDE); (2) hexaclorocicloexano (HCH): lindano; (3)
ciclodienos (aldrin, dieldrin, endrin, heptacloro, clordano e endosulfan); (4) toxafeno; (5) mirex
e clordecona (Hassaan; El Nemr, 2020). Os organoclorados foram amplamente usados como
inseticidas no século XX e atualmente o seu uso ¢ proibido em diversos paises, incluindo o

Brasil (Flores et al., 2004).

Organofosforados sdo ésteres derivados do 4cido fosforico. Esses agrotoxicos afetam o
sistema nervoso central humano através do bloqueio da enzima acetilcolina, a qual controla o
nivel do neurotransmissor acetilcolinesterase. Os organofosforados sdo largamente usados
como inseticidas e herbicidas na agricultura, horticultura e medicina veterindria. Sao usados
domesticamente ¢ no controle de infestagdes, como de sarna e piolhos. Também sdo
empregados como armas quimicas (como sarin, tabun, etc) em ataques terroristas e em guerras
(Vale; Lotti, 2015). A intoxicagdo por organofosforados pode causar coma, tontura, nauseas,
dor de cabeca, cdibras, convulsdes e até a morte. Os principais compostos representantes desta
classe sdo glifosato, malation, temefos, fention, diclorvos, fenitrotion e primifds-metilico

(Hassaan; El Nemr, 2020).

Os carbamatos sdo ésteres derivados do acido carbamico e sdo usados como herbicidas,
inseticidas, nematicidas (contra parasitas nematoides) e fungicidas. Sdo menos persistentes no
meio ambiente do que os organoclorados e organofosforados, sendo geralmente uma alternativa
a estes (Vale; Lotti, 2015). Os sintomas de intoxica¢do por carbamatos sao similares aos dos
organofosforados. Alguns exemplos de carbamatos largamente usados em cdes e gatos sao:
tiobencarb, propoxur, molinato, disulfiram, piridostigmina, metiocarb e carbaril (Hassaan; El

Nemr, 2020).

Piretroides tém ocorréncia natural e sdo derivados de flores de crisantemo. Essas
substancias atuam no sistema nervoso central de vertebrados e insetos, causando flutuagdes na
dindmica dos canais de Na” das membranas de células nervosas, o que provoca um aumento do
tempo de abertura desses canais e hiperexcitagdo neuronal. Apresentam baixa toxicidade para
aves e mamiferos, alta toxicidade para artropodes e peixes (se aplicado diretamente na agua) e
acdo rapida contra insetos. Piretroides também sdo produzidos por sintese organica e alguns
exemplos sdo deltrametrina, ciflutrina, bifentrina, A-cialotrina e permetrina. Essas substancias

sdo usadas em varios tipos de produtos comerciais, tais como shampoos para animais, no
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tratamento de piolhos em humanos, repelentes topicos contra mosquitos, sprays inseticidas em

empresas, residéncias, fazendas, etc. (Hassaan; EI Nemr, 2020).

Além do impacto ambiental do uso de agrotéxicos (na saude de organismos aquaticos,
plantas, solo, etc.), é crescente a preocupagdo do meio cientifico com os efeitos dessas
substancias na saude humana. Diversos trabalhos t€m mostrado que a exposi¢ao a agrotoxicos
pode causar patologias em seres humanos e animais, tais como cancer, doenca de Parkinson,
Alzheimer, distirbios nos sistemas respiratorio/reprodutivo e modificagdes epigenéticas
(Ansbaugh et al., 2013; Bonner et al., 2017; Brouwer et al., 2017; Kirkhorn; Schenker, 2002;

Luo et al., 2016; Mazur; Marchitti; Zastre, 2015; Sabarwal; Kumar; Singh, 2018).

O risco causado a humanos e animais pelos agrotoxicos estd relacionado a forma de
exposicdo. O modo de exposi¢do ¢ importante, pois determina a dose de exposi¢dao. Ha trés
formas de exposi¢do humana a agrotdxicos: intencional (acidente ou suicidio), ocupacional e
ndo ocupacional. Essas formas de exposi¢do podem ocorrer a curto, médio e longo prazos,
combinadas com baixas ou altas concentracdes de agrotoxicos (Davies et al., 1980). O emprego
de agrotdxicos na tentativa de suicidio ¢ um preocupante fator de exposi¢do intencional,
principalmente em regides rurais. De acordo com a brochura publicada pela Organizacdo
Mundial da Saude (WHO) e pela Organizagdo das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e a
Agricultura (FAO), 15-20 % dos suicidios anuais sdo causados pela ingestdo intencional de
agrotoxicos (WHO; FAO, 2024). A exposi¢do ocupacional inclui pessoas que trabalham
diretamente com agrotoxicos, como comerciantes, agricultores, aplicadores e vendedores de
frutas/legumes nos mercados (Moda et al., 2022). Um exemplo de estudo envolvendo
intoxicagdo por agrotoxicos foi reportado por Wu et al. (2023), que incluiu 121 pacientes
internados em um hospital chinés, entre 2000 e 2021, intoxicados por via oral (de forma
intencional ou ocupacional) com clorpirifés, cipermetrina ou sua mistura. Os autores
concluiram que os pacientes intoxicados com a mistura apresentaram os piores parametros
clinicos e a maior taxa de mortalidade e que o clorpirifés exerceu a maior contribui¢do na
toxicidade da mistura. A exposi¢do ndo ocupacional a agrotoxicos ¢ uma via preocupante de
intoxicagdo e a investigacdo dos seus impactos na saide humana configura um desafio atual

(Palaniswamy et al., 2021).

Pesquisas também tém mostrado que a exposicdo aos agrotoxicos pode causar o

desenvolvimento de varios tipos de cincer em criancas e adultos. Os principais carcinomas
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relatados sdo: leucemia, linfoma de Burkitt (cancer de globulo branco, que se origina em
linfécitos B), neuroblastoma (afeta o sistema nervoso simpatico), tumor de Wilms (tumor
maligno de origem nos rins), linfoma de Non-Hodgkin (de origem nas células do sistema
linfatico), canceres de ovario, pulmao, estomago, célon, bexiga e reto (Alavanja; Bonner, 2012;

Bonner et al., 2017; Dich et al., 1997).

1.1.3 Dispersao e degradacao

Devido ao amplo uso de agrotéxicos, seus residuos podem permanecer no ambiente por
maior ou menor tempo, dependendo das propriedades fisico-quimicas de cada composto, de
condi¢des climdticas e das tecnologias de aplicacdo nas culturas agricolas. Além da
contaminagdo do solo e dos corpos d’agua, os agrotoxicos podem contaminar também o ar,
inclusive de locais distantes do alvo. Quanto maior a persisténcia de um agrotoxico no ambiente,
maior o seu potencial de transporte para a atmosfera. A dispersdo de residuos de agrotoxicos
na atmosfera pode ocorrer, principalmente, através de perdas por pulverizagdo, volatilizagao

(no solo e nas folhas das plantas) e erosdo edlica (Galon ef al., 2021).

A aplicacdo por pulverizacdo provoca perdas pela acdo do vento e de condigdes
climéticas sobre as goticulas do spray de agrotoxicos. Esse efeito, conhecido como spray drift,
causa a dispersdo de determinada quantidade de agrotdxicos para regides ndo alvo, alcangando
a atmosfera. Os fatores que influenciam esse efeito, segundo Celen e Onler (2011), sdo:
caracteristicas da solu¢do de agrotoxicos, como volatilidade e viscosidade; equipamentos e
técnicas de aplicagdo; condi¢des climaticas (como velocidade e dire¢dao do vento, temperatura,
umidade relativa, estabilidade do ar e local de aplicacdo), além de cuidados, atitudes e

habilidades dos aplicadores.

A volatilizagao € um processo fisico-quimico no qual um composto ¢ transferido da fase
condensada (liquida ou solida) para a fase gasosa. ApoOs a aplicacdo, parte da massa de
agrotoxicos € volatilizada. Os principais fatores que afetam o processo de volatilizagdo sdo as
propriedades fisico-quimicas dos compostos (principalmente a pressdo de vapor), condi¢des
meteoroldgicas, propriedades dos solos e das plantas e as praticas de manejo adotadas na

aplicacdo dos agrotoxicos (Spencer; Farmer; Cliath, 1973).
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Outra forma de perda de agrotdxicos para a atmosfera ¢ por meio da erosao edlica. Esse
processo consiste na agdo do vento em movimentar pequenas particulas ou granulos do solo aos
quais estdo ligadas moléculas de agrotoxicos. Os principais fatores que influenciam esse
fendomeno sdo: pratica de cultivo, intemperismo, velocidade horizontal do vento, precipitacao e

temperatura (Klik; Rosner, 2020; Majewski; Capel, 1996).

1.2 Metabolomica

Uma maneira de avaliar os impactos de compostos toxicos (como os agrotéxicos) na
satide é por meio da metabolomica. Ela consiste no estudo do conjunto de metabolitos
alterados (metaboloma) pela acdo de fatores exdgenos ou enddgenos em um sistema vivo.
Assim, as amostras comumente estudas sdo sangue, plasma, urina, saliva, fezes, células, tecidos
e orgdos. A metabolomica se divide em dois tipos de abordagens: alvo (targeted) e ndo alvo
(untargeted). A metabolomica targeted é responsavel por estudar um conjunto de metabolitos
de interesse, ja a abordagem untargeted envolve a varredura abrangente dos metabolitos.
Existem diversas areas de aplicagdo dos estudos metaboldmicos, tais como na andlise clinica,
nutri¢do, ciéncias do esporte, toxicologia e ciéncias ambientais. Esses estudos sdo feitos em um
organismo modelo que deve ser escolhido criteriosamente para a determinacdo do seu

metaboloma (Fiehn, 2002; Villas-Boas et al., 2007).

Um estudo de metabolomica se inicia com a proposi¢cdo de uma pergunta bioldgica (o
motivo da investigacdo). A questdo proposta pode ser, por exemplo, a avaliagdo de efeitos
toxicoldgicos de drogas ou contaminantes ambientais no perfil de metabdlitos de um organismo,
ou ainda, os efeitos de doengas ou da alimentagdo no metaboloma. Em estudos envolvendo
células, o fluxo de trabalho comeg¢a com a cultura celular. Em seguida, ¢ feita a interrupg¢ao
metabodlica, conhecida como quenching? — que é necessiria para evitar a conversio de
metabolitos ao longo do processo de preparo de amostras, pois, caso isso ocorra, poderdo surgir
problemas na identificacao de metabodlitos em baixa concentragdo e/ou erros na quantificagao.

O quenching geralmente ¢ feito utilizando baixas temperaturas ou condi¢des extremas de pH.

! Produtos intermedidrios ou finais de processos regulatorios celulares, com massa molecular geralmente
inferior a 1000 Da.

2 Processo quimico ou fisico que inativa as enzimas responsaveis pela catalizagdo de reagdes bioquimicas de
sintese e consumo de metabolitos.
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Apos o quenching, é feita a extragdo dos metabolitos através da lise® celular, quando a amostra
¢ constituida por células, seguida de extragao por solventes organicos que apresentem afinidade
quimica com os metabdlitos. No caso de fluidos bioldgicos e fezes, faz-se apenas a extragao
por solventes ou por solugdes tampao. Em seguida, ¢ feita a identificacdo e/ou quantifica¢ao
dos metabolitos, usando, principalmente, cromatografia a gas com detector por espectrometria
de massas (GC/MS), cromatografia liquida com detector por espectrometria de massas
(LC/MS), eletroforese capilar com detector por espectrometria de massas (CE/MS) ou
ressonancia magnética nuclear (RMN). Os dados resultantes sdo tratados com analises
estatisticas, usando ferramentas uni ou multivariadas. Por fim, o estudo é concluido com a
interpretacdo bioldgica do metaboloma (Artati; Tokarz, 2020; Chong; Wishart; Xia, 2019; Kim
etal.,2013).

1.3  Cromatografia a gas bidimensional abrangente (GCxXGC)

Analises do tipo impressdo digital ou global podem ser convenientemente utilizadas
como um método de triagem, além de permitir a detec¢do de analitos cujas fontes podem ser
desconhecidas. Alguns estudos mostraram a forte relagdo entre poluicdo ambiental e doengas
oriundas da exposicdo a VOCs, principalmente os sorvidos no material particulado (Chaturvedi
et al., 2023; Paterson et al., 2021). Muitos VOCs sdo conhecidos por sua toxicidade e presenca
no ar atmosférico, sendo, portanto, alvo de diferentes métodos de analise. No entanto,
considerando a grande diversidade de classes de compostos presentes na atmosfera, assim como
a provavel producdo de outros compostos catalisados pelas condi¢cdes ambientais de umidade,
temperatura e radiagcdo solar, a andlise de compostos alvos (fargeted) ¢ limitada para uma
avaliacdo global de poluentes atmosféricos e seus efeitos na saude ambiental. As técnicas
cromatograficas convencionais acopladas a espectrometria de massas (GC/MS e LC/MS) tém-
se mostrado eficientes para a analise de poluentes organicos em niveis de tragos e ultra tragos.
Contudo, diversos estudos mostram algumas limitagdes, como a interferéncia de outros
compostos devido a complexidade das matrizes estudadas e/ou limites de deteccao insuficientes

para concentragdes muito baixas (Ghio; Soukup; Madden, 2018).

3 Ruptura da membrana celular, geralmente feita com solugdo tampao ou solventes apropriados.
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Uma alternativa para a analise de matrizes complexas com concentragdes dos analitos
no nivel de tragos ¢ a utilizagdo da cromatografia a gas bidimensional abrangente
(comprehensive two-dimensional gas chromatography, GCxGC) (Liu, Z.; Phillips, 1991). Esta
técnica aumenta a capacidade de pico, por operar em duas dimensdes de separagdo
cromatografica (1D com coluna de maior comprimento e 2D com coluna de menor comprimento
e polaridade oposta a 'D) em série, conectadas por um modulador (Figura 1.3). Este
componente coleta o eluato de 'D, comprime no espaco e no tempo as bandas cromatograficas
e faz a reinjecdo rapida em 2D. Nesse processo, todo o cromatograma de 'D é reanalisado em

2D, sendo mantida a separagio obtida em 'D.

Injetor Modulador Detector

Figura 1.3 - Esquema de um sistema GCxGC, mostrando as duas colunas conectadas em série, através de um
modulador. A primeira coluna (D) tem comprimento de 30 a 60 m e a segunda coluna (D) geralmente mede de

0,5 a 2 m. Fonte: adaptado de Ramos et al. (2009).

Os cromatogramas bidimensionais (2D) obtidos em andlises por GCXGC sdo
apresentados na forma de diagramas de cores ou de contornos, cujos planos contém os eixos de
tempos de reten¢do em 'D e 2D. No diagrama de cores, cada mancha representa um composto
resolvido e a escala de cores indica a intensidade de pico relacionada com a abundéncia do
analito. No diagrama de contornos, em preto e branco, cada contorno representa um composto
resolvido. Os cromatogramas também podem ser apresentados na forma de graficos
tridimensionais, em que cada pico no plano dos tempos de reten¢do representa um composto,

com uma escala de cores indicando a intensidade de pico (Figura 1.4).
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Figura 1.4 - Esquema do processo de visualizagdo dos dados adquiridos por GCxGC. Fonte: adaptado de Ramos

et al. (2009).

Sistemas GCxGC aumentam a resolugdo da separacdo e podem aumentar a
sensibilidade da analise; fatores esses que contribuem para eliminar grande parte dos problemas
de coeluicao, tradicionalmente observados em cromatografia a gas unidimensional (Prebihalo
et al., 2018). O sistema GCxGC mais completo € o que acopla a cromatografia bidimensional
abrangente a deteccao por espectrometria de massas sequencial de alta resolucao (GCxGC/Q-
TOFMS/MS). Esse sistema consiste em duas colunas conectadas em série através de um
modulador; a extremidade da segunda coluna ¢ acoplada a um espectrometro de massas, com
analisador do tipo tempo de voo (TOFMS) e ionizagao por elétrons (El, electron ionization). O
sistema de espectrometria de massas possibilita identificar e quantificar os compostos com
limite de deteccdo instrumental da ordem de fentograma. Ele permite a identificacdo e
quantificagdo de compostos no nivel de tragos (na ordem de partes por milhdo ou trilhao) em

matrizes complexas, com eliminag@o (ou diminui¢do drastica) de coelui¢des com interferentes.

Em metabolomica, GCxGC ¢ largamente empregada na analise untargeted dos
metabolitos de sistemas vivos, 0s quais se apresentam em enorme niumero, em diferentes formas

estruturais e variados niveis de concentracdo (Higgins Keppler et al., 2018). Um estudo de
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exposicao de células a residuos de agrotoxicos, usando GCxGC, sera de significativa

importancia para melhor compreender os efeitos desses contaminantes na saide humana.
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CAPITULO 2. ESTUDO DE POTENCIAIS BIOMARCADORES DA EXPOSICAO
DE FIBROBLASTOS DE PELE HUMANA AO GLIFOSATO (ROUNDUP®), USANDO
METABOLOMICA UNTARGETED E TARGETED

2.1 Introducao

2.1.1 Glifosato

O glifosato (GLYP), (N-fosfonometil)glicina (Figura 2.1a), um analogo aminofosfonico
do aminoacido glicina, é o herbicida mais utilizado no mundo. E uma molécula anfétera, ou
seja, a depender do pH, os grupos carboxilico e fosfonico podem ser ionizados e o grupo amina,
protonado (Valle ef al., 2019). Em pH < 4,0, a molécula existe como um zwitterion*. Em
pH > 4,0, prevalecem espécies anidnicas (Figura 2.1b). A primeira sintese de GLYP foi feita
em 1950, pelo quimico Henri Martin, em uma pequena empresa farmacéutica, na Sui¢a (Duke;
Powles, 2008). No entanto, as propriedades herbicidas de GLYP nao foram investigadas por
Martin, que patenteou a molécula como agente complexante. Os primeiros testes da acdo
herbicida de GLYP foram feitos pelo quimico John Franz, da empresa Monsanto e, entdo, o
produto foi patenteado como herbicida em 1970. Em 1974, a Monsanto langou o Roundup™
(GLYP-R), a primeira formulagao comercial de glifosato, na forma de seu sal de isopropilamina

(Richmond, 2018).

4 Composto quimico que contém cargas positivas e negativas, porém, a carga total é nula.
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Figura 2.1 - a) Estrutura quimica da molécula de glifosato. b) Espécies ionicas do glifosato, de acordo com o pH

do meio. Fonte: Borggaard e Gimsing (2008).

GLYP-R tem acdo ndo seletiva e de amplo espectro, ou seja, pode atuar em diversos
tipos de ervas daninhas e em outras plantas ndo-alvo. Sua absor¢do ¢ feita pelas folhas em
crescimento. GLYP-R foi originalmente formulado para atuar no controle de ervas daninhas
em plantagdes de frutas, em regides proximas a postes de energia elétrica e nas proximidades
de linhas de trem. No entanto, a partir de 1996, surgiram no mercado as sementes geneticamente
modificadas tolerantes ao GLYP-R. Isso permitiu o uso do herbicida em diversos tipos de
culturas (como de soja, milho, algodao, canola, cana-de-agicar e beterraba), aumentando
drasticamente os residuos do herbicida no ambiente a partir dos anos 1990 (Richmond, 2018;

Valle et al., 2019).

Estima-se que, desde 1974, 1,6 milhdo de toneladas de GLYP (ingrediente ativo, IA)
foram pulverizados nas Américas e 8,6 milhdes de toneladas no mundo (Global Glyphosate
Study, 2024). O mercado global de herbicidas a base de GLYP (glyphosate-based herbicides,
GBHs) foi avaliado em US$ 11,21 bilhdes em 2023, com previsdo de crescimento para
USS 11,81 bilhoes em 2024 e de US$ 20,64 bilhdes até 2032, com uma taxa de crescimento
anual (compound annual growth rate, CAGR) de 7,32 %, de 2024 a 2032 (Market Research
Future, 2024). Mundialmente, estima-se que houve um total de vendas de GLYP de
USS 6,05 bilhdes em 2023 e que, até 2033, esse valor alcangara US$ 8,88 bilhdes, com CAGR
de 4,8 %, no periodo de 2023 a 2033 (Persistence Market Research, 2023). No Brasil, o mercado
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de GLYP também ¢ crescente (Figura 2.2). O ultimo relatério de comercializagdo de
agrotoxicos do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente ¢ dos Recursos Naturais Renovaveis

(IBAMA) revelou que, em 2022, o pais produziu e vendeu 207.201,25 ¢ 266.088,12 toneladas
de GLYP, respectivamente (IBAMA, 2023).

300.000
-®- Producéo nacional
% Importagéo
250.000- ¥ Vendas totais

200.000

150.000

-+ Exportagado

100.000-

Toneladas de ingrediente ativo (GLYP)

50.000

Série historica

Figura 2.2 - Producdo nacional, importacdes, exportagdes e vendas totais de glifosato ao longo dos anos de 2009
a 2022. Fonte: IBAMA (2023).

Em 2022, GLYP teve maior volume de vendas no Mato Grosso (MT), com um total de
47.356,01 toneladas, seguido de Parana (PR), Rio Grande do Sul (RS) e Sao Paulo (SP). GLYP
apareceu como o IA de formulagdes de agrotdoxicos mais vendido de 2022 e a classe dos
herbicidas liderou as vendas, representando 61,49 % do total (Figura 2.3). Em todos os anos
anteriores da série historica de 2009 a 2022, a classe dos herbicidas liderou as vendas e o 1A

mais vendido também foi GLYP (IBAMA, 2023).
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Figura 2.3 - Dados do comércio brasileiro de agrotoxicos para o ano de 2022: a) vendas de glifosato por estado
da federagao, b) ingredientes ativos mais vendidos e ¢) vendas por classe de uso dos produtos formulados. 2,4-d:

acido 2,4-diclorofenoxiacético. Fonte: IBAMA (2023).

A lideranca do comércio de GLYP por estados das regides centro-oeste, sul e sudeste
do Brasil (Figura 2.3a) estd associada a forte industria agropecudria dessas regides, que
representa 20 % das exportacdes brasileiras (Carranca, 2023). As trés regides representam 80 %
do valor bruto da produgao (VBP) do agronegdcio, o que equivale a cerca de R$ 1,2 trilhao
(Estaddo, 2023). A Figura 2.4 mostra os estados de maior VBP. As monoculturas de maior
destaque nessas regides sdo a soja (MT ¢ o maior produtor), a cana-de-agucar (SP), o milho

(MT) e o café (MG). GLYP ¢ largamente usado em todos esses cultivos, na forma de GBHs.
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Figura 2.4 - Estados brasileiros com os maiores valores brutos de produgdo (VBP) do agronegécio brasileiro. SP:
Sao Paulo, MT: Mato Grosso, PR: Parana, MG: Minas Gerais, RS: Rio Grande do Sul, GO: Goids, MS: Mato
Grosso do Sul, SC: Santa Catarina, BA: Bahia, PA: Para.

O efeito herbicida de GLYP ¢ baseado na sua acgdo sobre a via do chiquimato, que esta
presente apenas em plantas e bactérias (Figura 2.5). GLYP inibe a enzima 5-
enolpyruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS) e suprime a biossintese de aminoacidos
aromaticos, terpenoides e outros nutrientes (Mesnage ef al., 2021; Schonbrunn ef al., 2001).
Como essa via ndo estd presente em mamiferos, o herbicida foi langado no mercado com a
afirmagdo de ndo oferecer toxicidade para humanos e animais. No entanto, diversos estudos
tém mostrado relacdo entre a exposi¢do ao GLYP e suas formula¢des comerciais (GBHs) com
o desenvolvimento, principalmente, de neurotoxicidade, toxicidade reprodutiva,
hepatotoxicidade e carcinogénese (Wang, X. et al., 2022). Trabalhos compararam a toxicidade
de GLYP e GBHs, como o Roundup (o mais conhecido), e mostraram que, geralmente, as
formulagdes comerciais sdo mais toxicas do que o IA. Isso ocorre principalmente pela presenca
de surfactantes toxicos nas formulagdes do herbicida, como as alquilaminas polietoxiladas
(polyethoxylated alkylamines, POEAs), surfactantes ndo idnicos com origem em gordura
animal (sebo). Esses adjuvantes atuam na ruptura da membrana plasmatica das células,
facilitando a entrada de GLYP no citoplasma (Mesnage; Benbrook; Antoniou, 2019; Song et
al., 2012).
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Figura 2.5 - Via do chiquimato (essencial para a vida de plantas), com destaque para a enzima 5-

enolpyruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), alvo do glifosato. Fonte: adaptado de Schonbrunn et al. (2001).

A degradagdo de GLYP ¢ realizada principalmente por microrganismos presentes no
solo, mas também através de plantas. A biodegradacdo do glifosato (GLYP) no solo ¢ mediada
por uma diversidade de microrganismos, tais como bactérias, fungos e microbios. GLYP pode
ser biodegradado por duas vias (Figura 2.6). Uma delas resulta na formacdo de sarcosina e
fosfato inorganico, através da quebra da ligagdo C—P de GLYP, pela a¢ao da enzima C-P liase.
A outra via produz acido aminometilfosfonico (AMPA), o principal metabdlito de GLYP, e
glioxilato, através da enzima glifosato-oxidorredutase (GOX). Bactérias como
Pseudomonas sp., Rhizobium spp. e Streptomcyces sp. contém C-P liase, enquanto
Ochrobactrum anthropi, Penicillium citrinum, Alternaria sp., Trichoderma spp., Arthrobacter
atrocyaneus e, também, Pseudomonas sp. produzem GOX. Em geral, AMPA ¢ biodegradado
de forma bem mais lenta que GLYP, por C—P liases. No entanto, a meia-vida desses compostos
dependente de uma série de caracteristicas, como pH do solo, concentra¢dao de fosfato e de

elementos como Cu, Fe e carbono organico. Outros tipos de enzimas microbianas, como
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glifosato N-acetiltransferase e glioxilato descarboxilase, degradam GLYP a produtos nao
herbicidas. Porém, nao ha dados que indicam que as vias de degradacao usando essas enzimas
atuam significativamente no meio ambiente. Em menor extensdo, a degradagdo de GLYP e
AMPA também pode ocorrer de maneira ndo enzimatica como, por exemplo, através de metais
em solucdo. Ja foi relatado que o 6xido de manganés quebra a ligagdo C—P, em meio aquoso.
Plantas também metabolizam GLYP, principalmente por meio de vias que utilizam enzimas do
tipo GOX (como aldo-ceto redutases, ARKSs), mas também por C—P liases, em menor extensao.
Ainda ha pouco conhecimento sobre o metabolismo de GLYP e AMPA em plantas. Estudos
s30 necessarios no sentido de identificar se um mesmo tipo de ARK estd presente em todas as
plantas e se existem outros tipos de enzimas do tipo GOX (diferentes de ARKs). Além disso, €
necessario melhor entendimento da contribui¢do de enzimas do tipo C—P liase nos processos de

degradagdo, principalmente de AMPA (Bai; Ogbourne, 2016; Duke, 2011, 2020).
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Figura 2.6 - Vias de biodegradacao do glifosato a AMPA e o subproduto glioxilato. Fonte: adaptado de Borggaard
e Gimsing (2008).

2.1.2 A pele humana

A pele ¢ o maior 6rgdo do corpo humano e exerce a funcdo fundamental de protecao
contra agentes exdgenos (como contaminantes ambientais, microrganismos e calor). Além

disso, sinaliza alteragdes enddgenas, na forma de efeitos fisicos, como manchas, feridas e
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mudanga de coloracdo. A pele também ¢ importante na sintese de nutrientes, como vitamina D3,
e de hormonios. O tecido cutaneo se estrutura em trés principais camadas (Figura 2.7): a
epiderme, a derme e a hipoderme (ou subcutanea). A hipoderme ¢ a camada mais profunda,
onde ficam as células de gordura (adipdcitos) e funciona como reserva de energia, isolante
térmico e protege os 0rgaos contra lesdes mecanicas. Em seguida, vem a derme, camada mais
espessa, onde se situam as células de fibroblastos, os vasos sanguineos e linfaticos, os foliculos
capilares e as glandulas sudoriparas. A derme € rica em colageno e elastina e confere resisténcia
estrutural para a pele. Por fim, a epiderme ¢ a camada mais externa da pele (rica em queratina,

células basais e escamosas) e funciona como a primeira barreira de prote¢do contra os agentes

externos (Rodrigues, S., 2023).
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Células basais

Células escamosas Citoplasma

Mitocdndria
Nucleo
Complexo
de
Golgi

b
e

Epiderme

Y
~ -
-
~
-
-

Ribossomos

Derme

Subcutis

- -

Adipdcitos
Estrutura da pele

Reticulo endoplasmatico rugoso

Fibras de colageno  Reticulo endoplasmatico liso
Fibroblasto ampliado

Figura 2.7 - Estrutura da pele humana, com suas camadas e os fibroblastos em destaque.

Os fibroblastos estdao presentes ndo s6 na pele, mas também em diversos outros 6rgaos
e tecidos. Na pele, os fibroblastos tém a importante fungao de reparo, atuando na cicatrizagao

de feridas, migrando para o local da lesdo. Eles também sdo células responsaveis pela produgao
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e manutencao da matriz extracelular, que tem a funcao de estruturar os 6rgaos. Os fibroblastos
sintetizam e estruturam as fibras de coldgeno, muito importantes na elasticidade da pele e na
resisténcia a tragdo. Eles também atuam na sintese de fatores de crescimento, citocinas e
moléculas sinalizadoras importantes na regulagdo da proliferacdo, diferenciacdo e migragdo
celular. Assim, os fibroblastos t€ém papel fundamental na homeostase (equilibrio fisiologico),

na resposta imune ¢ em processos de sinalizagdo celular (Xu, Y. ef al., 2023).

Os fibroblastos dérmicos sdo facilmente cultivados em laboratério, sem a necessidade
de processos de transformac¢do, podendo ser mantidos por até 20 trocas do meio de cultura
(passagens), aproximadamente. A principal vantagem deles em estudos in vitro € o seu estado
indiferenciado, livre de alteragdes relacionadas a hormodnios, diecta e medicamentos. Os
fibroblastos estdo envolvidos em processos de sinalizagdo e, por causa disso, sdo células muito
uteis em estudos do metabolismo, principalmente de glicose, lipideos e aminoacidos (Hayashi-

Takagi; Vawter; Iwamoto, 2014).

A literatura reporta diversos estudos sobre a pele envolvendo linhagens de fibroblastos,
como na avaliacdo dos efeitos do material particulado (MP) para a satde da pele humana através
da exposi¢ao de fibroblastos dérmicos humanos (HDFa) ao MP» s (Rodrigues, S. et al., 2024);
os efeitos de raios UVB e do benzo[a]pireno atmosférico em fibroblastos do prepticio humano
(HFF-1) (Yang, X. et al., 2021); a investigacdo da atividade enzimética e sua correlagdo com
as fungdes da pele, em HDFa (Harris et al., 1984; Ito et al., 2007); em bioengenharia de pele
artificial (Xu, Y. et al., 2023); na atividade bioldgica de nanomateriais (Rodrigues, M. ef al.,
2024); dentre outros exemplos. Alguns estudos também avaliaram os efeitos da exposicao de
fibroblastos da pele humana a agrotoxicos mundialmente usados e reportaram resultados

preocupantes (Tabela 2.1).
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Tabela 2.1 - Estudos de exposicdo de fibroblastos humanos a agrotoxicos, sem o uso de metabolomica.

Modelo celular Agrotoxico Efeito avaliado Resultado Referéncia
Alteragdes na
viabilidade celular e
Efeito na sintese do  na expressdo do (Sawicki et al
receptor de receptor VDR 2019) v
vitamina D; (VDR)  nuclear, em niveis
de mRNA e de
proteinas
Clorpirifos
(inseticida, Alteragdes nao
formicida e Efeito na expressdo  conclusivas na
acaricida de enzimas expressdo de todas
organofosforado) envolvidas na as isoformas do
sintese de vitamina  citocromo P450, (Sawicki et al
Ds, isoformas do indicando a v
. . 2021)
Fibroblastos de citocromo P450 necessidade de
pele humana (BJ) (CYP27A1, estudqs futuros para
CYP27Bl e a elucidacdo dos
CYP24A1) mecanismos
envolvidos
Biorremediagdo de  Solos contaminados
solos com bactérias  com lindano e
Paracoccus sp. tratados com as
Lindano NITDBRI1, bactérias induziram
(acaricida e Rhodococcus menor ) .
preservante de rhodochrous citotoxicidade em g%zg(;o, Chaudhuri,
madeiras NITDBSY, BJ, em comparagao
organoclorado) Ochrobactrum sp ao controle (solo
NITDBR3, contaminado, sem
NITDBR4 e tratamento com
NITDBRS bactérias)
Inibicdo das
Diazinon enzimas AChE
(inseticida (desempenha papel  Diazinon e os
organofosforado) fundamental na subprodutos
e seus propagacdo de inibiram as enzimas
subprodutos de impulsos nervos) e  de maneira dose-
fotodegradacao Na'/K*-ATPase dependente; os (Colovié et al.,

Fibroblastos de
pele humana (nome
da linhagem nao
especificado)

(diazoxon e 2-
isopropil-6-
metil-4-
pirimidinol),
individualmente
testados

Lindano,
atrazina,
glifosato,
permetrina,
pentaclorofenol
e tiabendazol
(individualmente
testados)

(essenciais para a
viabilidade celular
por controlar varias
fungdes esséncias
da célula) e
avaliagdo de efeitos
genotdxicos

Efeitos sobre a
proteina ATM
(desempenha papel
fundamental na
resposta celular a
danos ao DNA e a
outros efeitos
genotoxicos)

subprodutos
induziram efeito
genotoxico 4 vezes
maior do que o de
diazinon

Todos os
agrotoxicos
induziram
citotoxicidade por
inibigdo de
mecanismos de
reparo do DNA

2010)

(Sonzogni et al.,
2022)
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Modelo celular Agrotdxico Efeito avaliado Resultado Referéncia
Piretrina, Todos os
Fibroblastos de bioaletrina, Interacdo com sitios  agrotoxicos inibiram
preptcio de fenvalerato, de ligagdo do a ligacdo de R1881
neonatos humanos  fenotrina, androgeno [*H]- em fibroblastos, (Eil; Nisula, 1990)
(nome da linhagem  fluvalinato, metiltrienolona resultando em
ndo especificado) permetrina e (R1881) distarbios
resmetrina enddcrinos
Protecao concedida
Paraoxon pelo resveratrol Diminuicdo da
HDFa (inseticida (produto natural toxicidade induzida (Zhao, Y. et al.,

organofosforado) bioativo) as células  pelo paraoxon 2023)

contra 0 paraoxon

2.1.3 Biomarcadores

Um biomarcador ¢ definido como uma entidade biolégica mensuravel (estrutural,
funcional ou bioquimica) que reflete processos fisiologicos, patologicos ou farmacoldgicos,
permitindo a quantificagdo objetiva de estados de satide, progressdao de doengas ou respostas
terapéuticas. Em nivel molecular, biomarcadores englobam: acidos nucleicos, proteinas e
peptideos, enzimas, metabdlitos (como lactato, em hipdxia, e colesterol-LDL, em doencas
cardiovasculares), lipidios ¢ RNAs ndo codificantes. Classificam-se em: biomarcadores
diagnosticos, que identificam a presen¢a de uma doenga (ex.: troponina cardiaca, em infarto);
biomarcadores prognodsticos, que preveem evolugdo clinica (ex.: carga viral do HIV);
biomarcadores preditivos que antecipam resposta terapéutica (ex.: mutagdo EGFR, em cancer
de pulmao); e biomarcadores de seguranca, que monitoram toxicidade (ex.: alanina
aminotransferase (ALT)/aspartato aminotransferase (AST), em hepatotoxicidade). Sua
aplicacdo em medicina personalizada e pesquisa translacional ¢ regulamentada por diretrizes
como as da agéncia de Administragdo de Alimentos e Drogas dos EUA (Food and Drug
Administration, FDA), visando validag¢do analitica (sensibilidade, especificidade) e utilidade

clinica (He, Z., 2015).

As ciéncias Omicas, como a metabolomica, sdo poderosos meios de descoberta de
biomarcadores de doengas, como o cancer, erros inatos do metabolismo e disturbios
psiquiatricos (Gomez-Casati; Grisolia; Busi, 2016). Os aminoacidos (AA) sdo conhecidos
biomarcadores de diversos tipos de carcinomas, como de prdstata (sarcosina), pulmao (prolina,
glicina, metionina, isoleucina, alanina, leucina, tirosina, fenilalanina e lisina), pancreas
(histidina), mama (arginina), esdéfago (serina), dentre outros (Cernei et al., 2013; Hu et al., 2016;

Iwahashi et al., 2019; Khan et al., 2013; Maeda et al., 2010; Sreekumar et al., 2009; Suzuki et
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al., 2014; Uhlirova et al., 2018). Também ha evidéncias de que AA sdo potencias
biomarcadores de sepse’ (alanina), doencas de Alzheimer (triptofano) e de Parkinson (alanina,
arginina, treonina e fenilalanina), transtorno do espectro autista (arginina, cisteina,
homocisteina, histidina, metionina, serina, tirosina e valina), tuberculose (fenilalanina), dentre
outras doengas (Liu, T. et al., 2024; Socha; Koba; Koslinski, 2019; Sun et al., 2023; Zou, M. et
al., 2020).

A selecdo de biomarcadores ¢ comumente feita por meio de métodos estatisticos
multivariados classicos, como PCA e PLS-DA, aplicados em dados pré-processados (features®
extraidos, alinhados e normalizados). Geralmente, os estudos comegam com o uso do método
PCA como andlise exploratoria dos dados. Em seguida, modelos PLS-DA sdo construidos para
classificar as amostras e indicar potenciais biomarcadores. Recentemente, algoritmos de
aprendizado de maquina (AM), como support vector machines’ (SVMs), tém sido utilizados
com sucesso em pesquisa de biomarcadores e mostrado melhor capacidade de predi¢do do que
os métodos classicos (Gomez-Casati; Grisolia; Busi, 2016). No entanto, a aplicacdo de AM
requer conjuntos de amostras extensos (em geral, » > 150) para a correta aprendizagem do
modelo e seu aprimoramento (Galal; Talal; Moustafa, 2022), através de conjuntos de dados de
treinamento e de teste (validacdo externa). Para conjuntos de dados menores, os métodos

tradicionais (como o PLS-DA) sdo mais apropriados.

Um dos passos mais criticos na descoberta de biomarcadores € a validagdo interna. Essa
etapa ¢ fundamental para confirmar que um potencial biomarcador nado resulte de um resultado
falso-positivo ou falso-negativo. A validagdo avalia a capacidade do modelo em classificar ou
prever corretamente as amostras-teste, além de garantir que os resultados sejam reprodutiveis
em conjuntos de amostra mais amplos (He, Z., 2015). As ferramentas mais utilizadas para
validar o desempenho de modelos de classificacdo sao a validagdo interna cruzada, os testes de

permutagdo e o método receiver operating characteristic (ROC).

5> Resposta imunoldgica extrema desencadeada como consequéncia de uma infec¢do generalizada, que pode
ocasionar faléncia dos 6rgdos e, até mesmo, a morte.

¢ Entidades instrumentais (como tempo de retengdo cromatografico, intensidade, volume ou 4rea de pico,
m/z, comprimento de onda etc.) associados a um composto quimico.

7 Algoritmo de aprendizado de maquina supervisionado que ndo exige distribui¢do normal dos dados. O
algoritmo se baseia em encontrar um hiperplano que melhor divide o conjunto de dados de treinamento
em duas classes.
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A validacdo interna cruzada consiste em uma série de testes computacionais
(denominados experimentos de subvalida¢ao), cada um dos quais envolvendo um subconjunto
removido do conjunto original de dados utilizado na calibragdo do modelo (conjunto-teste). Os
dados restantes sdo utilizados na constru¢do de um novo modelo, que ¢ aplicado no conjunto
que foi removido. Dessa forma, cada experimento de subvalidagao testa um conjunto de objetos
(amostras) nao utilizados na constru¢ao do modelo de classificacao. Em geral, experimentos de
subvalidagdo testam mais de um subconjunto de objetos. Existem varios métodos de validagao
cruzada, sendo os seguintes os mais conhecidos: leave-one-out, venetian blinds, contiguous
blocks e random subsets. Suas principais caracteristicas estdo resumidas na Tabela 2.2. A
aplicagcdo do método de validagao cruzada mais adequado ao tipo de dados ¢ uma das formas
de evitar o sobreajuste (overfitting) do modelo (Wise et al., 2006).

Tabela 2.2 - Principais caracteristicas dos diferentes métodos de validacdo cruzada. Adaptado de Wise ef al.

(2006).

Venetian Contiguous Random Subsets Leave-One Out
Blinds Blocks
Parametros e Numero de divisdes (s) e Numero de e Numero
do conjunto-teste divisoes (s) do maximo de
e Numero maximo de conjunto-teste PCs/LVs
PCs/LVs e Numero de e Numero total de
e Numero total de interagdes (7) objetos/amostras
objetos/amostras () e Numero (n)
maximo de
PCs/LVs
e Numero total de
objetos/amostras
(n)
e Facil e Facil (apenas 1
e Pode ser lento, parametro)
Propriedades e Facil se n ou r forem o Evitar usar se n
gerais e Relativamente rapido grandes >20
Numero de
experimentos de s sXr s
subvalidacdo
Numero de
amostras / 1
testadas por s
subvalidacdo
Pequenos
conjuntos de N “ Aplicavel, se muitas v
dados (<20 interagdes forem feitas
objetos)
Distribuigao Aplicavel, mas pode ser Aplicavel, mas pode ser
randomizada v v ’ ’

. lento com 7 e r grandes lento com n grande
dos objetos nere "e
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Venetian Contiguous Random Subsets Leave-One Out
Blinds Blocks
Util para Util para

Dados em avali'ar~ a awalli.ar~ a

batelada previsdo dentro  previsdo entre x x
de lotes/partes  lotes/partes de
de lotes lotes

LV: latent variable (variavel latente)
PC: principal component (componente principal)

Os testes de permutagdo sdo outra maneira de avaliar a ocorréncia de sobreajuste de
modelos de classificacdo ou regressdo. Por meio dessa ferramenta, o bloco Y (classes) ¢é
aleatoriamente reordenado, de maneira que cada amostra ¢ incorretamente classificada. Esse
processo ¢ repetido por diversas vezes, de acordo com o nimero de iteragdes (permutacgoes)
escolhido. Cada conjunto de dados permutados ¢ comparado com o conjunto de dados nao
permutados, utilizando testes estatisticos (como de Wilcoxon e testes-f). Se o conjunto
aleatoriamente ordenado mostrar um poder de previsdo melhor do que o esperado, havera
diferenca estatistica significativa entre os dois conjuntos, indicando possivel sobreajuste do
modelo de classificagdo. Assim, considerando um nivel de confianga de 95 %, se p < 0,05, os
conjuntos sdo estatisticamente diferentes, o que indica que nao ha sobreajuste do modelo;

p > 0,05 indica sobreajuste (Wise et al., 2006).

A area sob a curva ROC (area under the ROC curve, AUROC ou AUC), construida
com base nas figuras de especificidade® (Sp) e sensibilidade’ (Sens), é o parAmetro comumente
utilizado no diagndstico do desempenho dos modelos de classificagao (como PLS-DA). Valores
de AUROC proximos de 1 indicam perfeita discriminagdo entre as classes, enquanto valores

abaixo de 0,5 indicam que nao houve discriminacao (Pollo ez al., 2021; Szymanska et al., 2012).

Os biomarcadores podem servir como ferramentas de diagndstico rapido, ndo invasivo,
com alta sensibilidade e, por vezes, de baixo custo, auxiliando na melhor qualidade de vida dos
pacientes e at¢ mesmo aumentando as chances de cura, visto que, através de um diagnostico a
nivel molecular, as doengas podem ser identificadas precocemente (Nishiumi et al., 2010;

Pasikanti; Esuvaranathan; et al., 2010).0Os individuos que trabalham na aplicagao de GLYP-R

8 Também chamada de seletividade, mede a capacidade preditiva do modelo na classificagdo de amostras

TN , . . , .
“controle”; Sp = TNepp €M que TN ¢ a taxa de verdadeiros negativos e FP ¢ a taxa de falsos positivos.

TP

 Mede a capacidade preditiva do modelo na classificagdo de amostras “tratamento ou caso”; Sens = Py

em que TP ¢ a taxa de verdadeiros positivos ¢ FN ¢ a taxa de falsos negativos.
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em lavouras ou que vivem nas proximidades dessas regioes estdo expostos ao herbicida por
diferentes formas. A exposicao pode ocorrer pela pele, através do consumo de alimentos
contaminados, pelo ar ou pela agua (Helander et al., 2018; Li, M. H. et al., 2016; Ramirez
Haberkon; Aparicio; Mendez, 2021). Nesse sentido, a descoberta de biomarcadores da
exposicao ao herbicida pode funcionar como ferramenta de diagnostico precoce e eficiente,

contribuindo para evitar a descoberta tardia de doencas de dificil tratamento.

2.1.4 A contribuicio da metabolomica ambiental

A literatura reporta muitos trabalhos de metaboldmica da exposicao a agrotdxicos, como
na avaliacdo do impacto de endosulfan, aldrin, DDT, lindano e suas misturas em células de
figado (HepG2) (Zuluaga et al., 2016); no estudo dos efeitos de profends, cipermetrina,
endosulfan, imidacloprid, triazofos e dinitroanilina na satude de trabalhadores ocupacionais, por
meio de andlise de urina e saliva (Ch ef al., 2019) e na pesquisa de biomarcadores da exposi¢ao
a DDT, permetrina (PMT) e suas misturas, usando cultura de células de hepatocitos (Jellali et
al., 2018). Ha diversos estudos envolvendo metabolomica e GLYP, principalmente em solos,
animais e plantas (Aristilde et al., 2017; Hsiao et al., 2024; Krause, J. et al., 2020; Mesnage;
Antoniou, 2022; Petersen et al., 2011; Wang, B.; Habermehl; Jiang, 2022). Porém, h4 poucos
trabalhos usando metabolémica na avaliagdo da toxicidade de GLYP e GBHs para humanos e
animais (Tabela 2.3). Ainda ndo foi feito nenhum estudo de metaboldmica da exposicdo de

células de pele humana a GLYP e GBHs, o que abre espago para investigacdes nesse sentido.
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Tabela 2.3 - Principais trabalhos de metabolomica da exposicdo de células, humanos e animais ao glifosato.

quma de Amosira geempo Técnica de’ apélise Concentracdes Efeito Referéncia
glifosato . . dos metabdlitos testadas
exposi¢ao
Roundup® Microbiota 3 dias HPLC/QTOF- 228 mg dia™ Pequenas alteragdes nos niveis de vitamina B6 e do acido (Krause, J. et al., 2020)
LB plus intestinal de MS/MS colico (acido biliar), sem indicacdo de efeitos toxicoldgicos.
porcos Nao houve mudangas na sintese de aminoacidos
aromaticos, nem nas enzimas da via do chiquimato, A
metabolizagdo de GLYP néo foi observada na comunidade
microbiana estudada.
GLYPe Microbiota 90 dias RP/UPLC-ESI- 0,5,50 e Inibigdo da enzima EPSPS (via do chiquimato) e alteragdes  (Mesnage ef al., 2021)
Roundup intestinal e MS/MS e 175 mg kg""dia™!  de cisteinilglicina, y-glutamilglutamina e valilglicina no
MON 52276  soro de ratos (HILIC)/UPLC- metaboloma intestinal por GLYP e Roundup. GLYP
Sprague- ESI-MS/MS provocou alteragdes de nicotinamida, taurina e de
Dawley aminoacidos no metaboloma sérico (do soro), indicando
resposta a estresse oxidativo. Roundup mostrou efeito
similar, porém mais pronunciado que GLYP no
metaboloma sérico.
GLYP livree Células 48 h RMN 1,7mg L™ Alteragdes nas razdes de concentrag@o de lactato/glicose, (Magri et al., 2021)
complexado  Caco-2 lactato/alanina e de acetato em relagdo ao controle, como
com (epitélio resposta ao estresse produzido pela exposigdo aos
nanoplasticos  intestinal contaminantes (GLYP livre e GLYP-NP). Nao houve
(NP) de PET  humano) diferenca estatistica entre as razdes de metabolitos, quando
comparados os dois tratamentos.
GLYP Soro de 2 anos GC/MS - 27 metabolitos alterados, relacionados com o metabolismo (Zhang, Q. et al., 2022)
trabalhadores de AA, energético (glicolise e ciclo do acido citrico) e de
ocupacionais glutationa, indicando estresse oxidativo nos trabalhadores

de fabricas de
GLYP

expostos.
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F orma de Amostra geemp © Técnica de’ gnélise Concentragdes Efeito Referéncia
glifosato .~ dos metabolitos testadas
exposi¢ao
GLYP Soro ¢ fezes 6 meses LC/ESI-MS 1,75 ¢ As principais alteracdes metabolicas foram observadas no (Hsiao et al., 2024)
de ratos 175 mg kg! dia! metaboloma fecal: 68 metabdlitos alterados considerando a
C57BL/6J dose alta de GLYP e 29 para a dose baixa. Na dose alta de
exposi¢ao, houve diminui¢cdo de aminoacidos aromaticos
apenas nas fezes, indicando desregulagdo da via do
chiquimato, atuante na flora bacteriana intestinal dos ratos.
Poucas alteragdes no metaboloma sérico.
GBHs Urina de - RMN - Foram detectados GLYP ¢ AMPA no material coletado, (Tajai et al., 2024)
individuos além de sarcosina, formaldeido, 4cido glioxilico e
que metilamina. Os resultados indicaram que ocorre
trabalham metabolizagdo de GLYP em humanos.
com a

aplicagdo de
GBHs

* de massa corporal



Capitulo 2 — Estudo de biomarcadores da exposicdo de fibroblastos de pele humana ao glifosato 57
(Roundup®), usando metabolomica untargeted ¢ targeted

2.1.5 Aminoacidos

Os aminoacidos sdo os constituintes basicos das proteinas e precursores de muitos
hormdnios e neurotransmissores. Estdo envolvidos em diagndsticos clinicos, de erros inatos do
metabolismo, na pesquisa biomédica, em ciéncias dos alimentos € em outras areas (Johnson et
al., 2014; Kaspar et al., 2009; Tian et al., 2018). Os aminoacidos livres!® sdo importantes para
o crescimento, manuten¢do e reparagdo celular e aparecem com alta frequéncia em trabalhos
de metabolomica fargeted. Alguns estudos determinaram AA livres em varios tipos de amostras,
como plasma humano (De Luca et al., 2020; Do Nascimento, E. et al., 2019; Erarpat et al.,
2020; Goulart et al., 2019; Van Harskamp et al., 2020), urina (Hanff ez al., 2019), tabaco (Wang,
J. et al., 2020), extratos de plantas (Mykhailenko et al., 2020), saliva (Santos, P. et al., 2020),
fezes de pacientes (Trost et al., 2020), soro e fluido cérebro-espinhal humano (Pautova et al.,

2020) etc.

Apesar de ndo serem volateis, ¢ possivel que AA sejam determinados por GC/MS,
desde que submetidos previamente a reagcdes de derivatizacdo, responsaveis pela substitui¢do
de grupos funcionais polares por grupos mais apolares (volateis e termicamente estaveis). Os
dois procedimentos de derivatizacdo de aminoacidos mais usados para as analises por GC/MS

sdo a sililacdo e a alquilagdo.

Na sililagdo, um atomo de hidrogénio 14bil ¢ substituido por um grupo alquilsilil. Os
principais reagentes sililantes sdo o N, O-bis-(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) e o N-
metiltrimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA). Esse procedimento, apesar de ser muito
empregado, apresenta problemas de estabilidade para alguns derivados de AA, como € o caso
de arginina. Outra desvantagem ¢ a necessidade de meios anidros para que a reacdo seja eficaz,

visto que os reagentes sililantes sdo instdveis em meio aquoso (Kaspar ef al., 2009).

Outra classe de reagentes derivatizantes que tem sido utilizada na derivatizacao de
aminoacidos ¢ a de alquil cloroformatos. Nesse tipo de derivatizagcdo, uma alquilagdo converte
o grupo carboxilico do aminoacido em um éster e o grupo amino em um carbamato, na presenga

do alcool correspondente e piridina (Husek, 1998; Kaspar et al., 2009). Esse procedimento pode

10 Amino4cidos que nio fazem parte das estruturas das proteinas, ou seja, que estdo livres nos meios intra e
extracelulares.
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ser empregado em amostras aquosas sem a necessidade de prévia precipitagao de proteinas.
Além disso, a reagdo ¢ rapida e os derivados sdo coletados em um solvente organico que pode
ser diretamente injetado no sistema cromatografico (Husek; Simek, 2006). A Tabela 2.4 mostra
as estruturas quimicas dos derivados formados pelos dois processos de derivatizagdo.

Tabela 2.4 - Estruturas quimicas dos produtos de reagdes de derivatizagdo de aminoacidos com MSTFA e

alquilcloroformatos. Adaptado de Kaspar et al. (2009).

Reagente derivatizante Derivado de aminoacido formado
\S_/
|
MSTFA 0 7o
FSC)J\N,SI\ R \Si\
| I
i ro R8I
Alquil cloroformato + ROH j)J\OR'
CI)J\OR" \([)]/ R

A pesquisa de biomarcadores de exposi¢ao da pele humana a GLYP e GBHs ainda ndo
foi realizada. Pela sua versatilidade em aplicagdes clinicas, AA podem funcionar como
biomarcadores de doengas, inclusive aquelas causadas pela exposi¢do ao glifosato e suas

formulagdes comerciais, como descrito nesta tese.

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo geral

Procurar potenciais biomarcadores da exposi¢do de fibroblastos humanos ao glifosato

comercial, em uma abordagem de metabolomica targeted e untargeted.
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2.2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a citotoxicidade do glifosato em fibroblastos de pele humana utilizando ensaios
de metabolismo mitocondrial, de morte celular e de estresse oxidativo;

e Otimizar as etapas de quenching e extragdo de metabdlitos para a construgdo do
protocolo de metabolomica;

e Escolher o melhor procedimento de derivatizagao dos metabolitos: por metil ou propil
cloroformato;

e Desenvolver um método GCxGC/Q-TOFMS para analise de aminoacidos e metabolitos
untargeted,

e Utilizar a metabolomica na pesquisa de potenciais biomarcadores de efeito do glifosato
(formulagao comercial).

2.3  Parte experimental

2.3.1 Suprimentos e equipamentos

Agitador de tubos tipo vortex, Biomixer QL 901 (Sao Paulo, Brasil); agitador magnético
com aquecimento, Fisatom modelo 752 A (Sao Paulo, Brasil); balanga analitica (d = 0,00001 g),
Shimadzu AUW220D (Kyoto, Japo); balang¢a analitica (d'' = 0,0001 g), Shimadzu AUY220
(Kyoto, Japao); balanca (d = 0,001 g), Shimadzu BL320H (Kyoto, Japao); banho ultrassonico,
Soni-Tec do Brasil SONITOP 404 A (Sao Bernardo do Campo, Brasil); banho-maria, DELLTA
105Di (Belo Horizonte, Brasil); bloco de aluminio (10 cm®) com furo central, Metal Ago BH
LTDA (Belo Horizonte, Brasil); cabine de fluxo laminar, Thermo Scientific 1387,
(Massachusetts, EUA); centrifuga de microtubos, Eppendorf Centrifuge 5415 (Hamburgo,
Alemanha); centrifuga para tubos tipo Falcon, Thermo Scientific Heracus Megafuge
(Massachusetts, EUA); contador automatico de células, Life Technologies Countess® I FL
(California, EUA); cromatografo a gas Agilent 7890B (Wilmington, EUA) acoplado a
espectrometro de massas com analisador quadrupolo-tempo de voo Agilent 7250 (Wilmington,
EUA), equipado com modulador de /loop térmico Zoex ZX2 (Houston, EUA);
espectrofluorimetro, BioTek Instruments Synergy 2 (Vermont, EUA); espectrofotdometro,
Thermo Scientific Multiskan GO (Massachusetts, EUA); estufa de CO», Thermo Scientific

Forma Series II (Massachusetts, EUA); frascos de vidro transparente com tampa (2,0 mL),

' Tntervalo de escala.
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Nova Analitica (Sao Paulo, Brasil); garrafa de cultura celular T75 estéril, Sarstedt REF 83.3911
(Niimbrecht, Alemanha); espectrofotometro, BioTek EIx800 (Vermont, EUA); liofilizador,
Christ Alpha 1-2 (Osterode am Har, Alemanha); micropipetas de 1,00 a 10,0 uL; 10,0 a
100,0 uL e 100,0 a 1000,0 uL, Gilson Pipetman (Middleton, EUA); microscépio digital de
fluorescéncia, Life Technologies EVOS™ (Califérnia, EUA); microscopio optico, Olympus
IX70 (Toquio, Japao); microscopio invertido, Motic AE2000 (Wetzlar, Alemanha); microtubos
de polipropileno (2 mL), Sarstedt REF 72.694.006 (Niimbrecht, Alemanha); pHmetro, Mettler
Toledo SevenCompact™ S220 (Columbus, EUA); pipetador automatico, BIOHT Midi Plus
(Helsinquia, Finlandia); pipeta soroldgica (10,0 mL), Sarstedt REF 86.1254.001 (Niimbrecht,
Alemanha); placas estéreis para cultura celular (6, 24 e 96 pogos), Sarstedt (Niimbrecht,
Alemanha); scraper celular de 25 cm, Sarstedt REF 83.1830 (Niimbrecht, Alemanha); tubos
de ensaio (5 mL), Prolab (Sao Paulo, Brasil); tubo de popropileno de 120 x 17 mm (15 mL),
Sarstedt 62.554.502 (Niimbrecht, Alemanha); tubo de popropileno de 114 x 28 mm (50 mL),
Sarstedt 62.547.254 (Niimbrecht, Alemanha); ultrafreezer (—80 °C), Thermo Scientific
88300D63 (Massachusetts, EUA).

2.3.2 Gases, reagentes e solucoes

I-propanol, grau HPLC, Merck (Darmstadt, Alemanha); 3-metilpiridina, grau PA,
Merck (Darmstadt, Alemanha); acetonitrila, grau HPLC, J. T. Baker (Pensilvania, EUA); acido
cloridrico, grau PA, Merck (Darmstadt, Alemanha); agua ultrapura, Elga (Lane End, Reino
Unido); élcool etilico (70 %), CRQ (Sao Paulo, Brasil); aminoacidos (materiais de referéncia),
pureza > 98 %, Merck (Darmstadt, Alemanha); anfotericina, grau PA, Thermo Fischer
Scientific (Massachusetts, EUA); cloreto de célcio anidro, grau PA, Merck (Darmstadt,
Alemanha); cloreto de magnésio hexa-hidratado, grau PA, Dinamica (Sao Paulo, Brasil);
cloreto de potassio, grau PA, Merck (Darmstadt, Alemanha); cloreto de s6dio, grau PA, Merck
(Darmstadt, Alemanha); cloroféormio, grau HPLC, J. T. Baker (Pensilvania, EUA); corante
Hoechst 33342, grau PA, Thermo Fischer Scientific (Massachusetts, EUA); EDTA, grau PA,
Merck (Darmstadt, Alemanha); estreptomicina, grau PA, Thermo Fischer Scientific
(Massachusetts, EUA); fenol, grau PA, Merck (Darmstadt, Alemanha); gas hélio comprimido,
pureza de 99,999 %, Air Products (Belo Horizonte, Brasil); gas nitrogénio industrial
comprimido, Air Products (Belo Horizonte, Brasil); glifosato, pureza = 98,7 %, Sigma-Aldrich

(Darmstadt, Alemanha); hidroxido de sodio, grau PA, Panreac (Barcelona, Espanha); Image-
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1T™ LIVE Green Reactive Oxygen Species Detection Kit (I136007), Thermo Fischer Scientific
(Massachusetts, EUA); iodeto de propideo, grau PA, Thermo Fischer Scientific (Massachusetts,
EUA); iso-octano, grau PA, Merck (Darmstadt, Alemanha); meio de cultura (DMEM,
Dulbecco's modified eagle medium), Thermo Fischer Scientific (Massachusetts, EUA); metanol,
grau HPLC, J.T. Baker (Pensilvania, EUA); Nonidet P-40, grau PA, Merck (Darmstadt,
Alemanha); penicilina, grau PA, Thermo Fischer Scientific (Massachusetts, EUA); propil
cloroformato, grau PA, Merck (Darmstadt, Alemanha); reagente derivatizante 1 (1-propanol
77 %:; 3-metilpiridina 23 %), armazenado a —4 °C; reagente derivatizante 2 (propil cloroformato
17,4 %; 1so-octano 11,0 %; cloroformio 71,6 %), armazenado a -4 °C; Resazurina, grau PA,
Merck (Darmstadt, Alemanha); Roundup Original DI, Monsanto/Bayer (Missouri, EUA);
solugdo de detergente neutro (5 %), Cromoline (Sao Paulo, Brasil); solugdo estabilizante
(1,0mL  de 1-propanol; 1,0 mL de  solugdo  fendlica em  agua;
328,0 puL de tiodietilenoglicol; agua ultrapura até completar o volume de 10,0 mL),
armazenada a -20 °C; solucdo tampao fosfato (PBS, phosphate buffer solution), Thermo
Fischer Scientific (Massachusetts, EUA); soro fetal bovino, Thermo Fischer Scientific
(Massachusetts, EUA); tiodietilenoglicol, grau PA, Merck (Darmstadt, Alemanha); tris-base,
grau PA, Biosolve (Valkenswaard, Paises Baixos); Triton 100%, grau PA, Thermo Fischer

Scientific (Massachusetts, EUA).

2.3.3 Ensaios biologicos

2.3.3.1 Ensaio de proliferacao celular usando MTT

Inicialmente, foi necessario determinar a concentragao ideal de células de fibroblastos
de pele humana (HDFa) para os experimentos de citotoxicidade. As células foram cultivadas
em garrafa T75, contendo meio de cultura DMEM, até atingirem a confluéncia'> minima de
90 %. Em seguida, foi feita a contagem das células (8,0 x 10° células mL™!). A partir dessa
solugdo-estoque de células, foram feitas diluicdes para diferentes niveis de concentracio
(0,5x10% 1,0 x 10% 2,0 x 10° e 4,0 x 10° células mL™'). Em seguida, as células foram
transferidas para placa de 96 pogos (100 uL/poco), com cinco repetigdes (n = 5 pocos) para

cada nivel de concentragio (incluindo o nivel da solugdo-estoque: 8,0 x 10° células mL™'). O

12 Porcentagem da area da garrafa de cultura coberta por células. E uma medida usada para avaliar o
crescimento celular.
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controle positivo (100 % de células mortas) consistiu em trés pogos contendo Triton 0,2 % em
DMEM. A placa foi incubada em estufa de CO> (5 % de CO2, a 37 °C) por 24 h. Em seguida,
o meio de cultura de cada poco foi substituido por 100,0 nL de uma solugdo de MTT em DMEM
(1:9), preparada a partir de solu¢io-estoque de MTT em 4gua (5,0 mg mL ). A placa foi coberta
com folha de aluminio e incubada por 3 h em estufa de CO>. Em seguida, a solu¢do de MTT
foi removida e a cada poco foram adicionados 100,0 uL de solucdo de SDS (10 %) em HCI
(1,0 mol L™"). A placa foi novamente coberta e incubada em estufa de CO,, por 24 h. Em
seguida, o contetido de cada poco foi homogeneizado, utilizando-se micropipeta. As bolhas
foram removidas e foi medida a absorbancia dos cristais de formazan, no comprimento de onda
de 570 nm. A absorbancia do branco (pogos com MTT + SDS/HCI) foi subtraida das demais
medidas. Os resultados foram apresentados em um grafico de absorbancia em funcio da
concentragdo de células. Este e todos os ensaios biologicos foram feitos em 3 replicatas

bioldgicas, ou seja, em trés dias diferentes, espagados por uma semana.

2.3.3.2 Ensaio de metabolizagao de resazurina

Foram avaliados os efeitos citotoxicos do glifosato, tanto na forma de composto puro
(GLYP) como de formulacao comercial (GLYP-R), do AMPA (composto puro) e da mistura
(GLYP + AMPA) em células HDFa. Para avaliar a citotoxicidade, adotou-se o ensaio de
metabolizacdo da resazurina, conforme adaptado do protocolo de Riss et al. (2004), por ser
mais pratico do que o tradicional MTT, e foi aplicado aos trés tratamentos citados. Para a
determinagdo do tempo de exposi¢do, as células foram cultivadas em placas de 96 pocos
(2,0 x 10* células pogo ') por 24 h, em estufa de CO> (uma placa para cada tratamento). Em
seguida, as células foram expostas, separadamente, a 100,0 uL. de GLYP, GLYP-R, AMPA e
GLYP + AMPA diluidos em DMEM em diferentes concentra¢des (10,0; 50,0; 80,0; 100,0;
120,0; 150,0; 200,0 e 400,0 mg L"), cada uma com cinco repeti¢des. As dilui¢des de GLYP-R
foram feitas a partir de Roundup comercial (com glifosato 370 g L™!); as dilui¢cdes de GLYP e
AMPA foram feitas a partir de solugdes-padrio desses compostos em agua (1000,0 mg L™).
As placas foram, entdo, incubadas em estufa de CO» por diferentes periodos (24, 48 € 72 h).
Escolhido o melhor tempo de exposi¢do, as células foram novamente incubadas nas mesmas
condig¢des. Foram feitos controles positivos (Triton 0,2 % em DMEM) e negativos (células nao
expostas). Em seguida, o meio foi removido e as células foram incubadas com 100,0 puL de

solugio de resazurina (0,01 mg mL™") preparada em DMEM. As placas foram incubadas por
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3 h e posteriormente foi feita a medida da absorbancia (em 570 nm) do cristal de resorufin
formado, usando o espectrofotometro Thermo Scientific Multiskan GO (Waltham, USA). A
absorbancia dos po¢os em branco (pogos vazios) foi subtraida das demais medidas. A partir da
curva de dose-dependéncia (% de metabolizacdo de resazurina versus concentragdo de

composto), foi calculado o valor de ICso para cada tratamento.

2.3.3.3 Ensaio de morte celular utilizando iodeto de propideo

Para avaliar se GLYP-R e GLYP podem induzir morte celular em HDFa, foi feito um
ensaio de marcagdo com iodeto de propideo (PI), com base em informagdes do fabricante. As
células foram cultivadas em placa de 24 pogos, por 24 h, na concentracdo de
2,0 x 10° células pogo!, em triplicata, e nas mesmas condi¢cdes de incubacio descritas no
subtopico 2.3.3.2. Em seguida, as células foram expostas a 100,0 pL de GLYP-R diluido em
DMEM, nas concentragdes de 50,0, 100,2 e 400,0 mg L' e a placa foi incubada por mais 24 h.
Células ndo expostas foram utilizadas como controle. Apds a incubagdo, foram adicionados
10,00 uL de PI (10,0 pg mL ™) a todos os pogos, a placa foi coberta com folha de aluminio e
incubada por 10 min. Em seguida, foram adicionados 10,00 uL. de Hoechst 33342 na
concentragio de 10,0 pg mL™! e as células foram incubadas por mais 10 min. Terminado o
tempo de incubacdo, o meio de cultura foi trocado e as imagens das células marcadas foram
adquiridas em microscéopio digital de fluorescéncia EVOS™, Life Technologies (California,
USA), usando a objetiva de 10x. O processamento das imagens (10 campos'?® por concentragio
de GLY-R) e a contagem de nucleos ocorreram no software ImagelJ (Schneider; Rasband;

Eliceiri, 2012).

2.3.3.4 Ensaio de estresse oxidativo

A detecgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) produzidas pelas células expostas
ao GLYP-R foi avaliada por meio do kit Image-iT™ LIVE Green Reactive Oxygen Species
Detection (136007), seguindo as instru¢des do fabricante e com base no trabalho de Rodrigues,
M. et al. (2024). As células foram cultivadas em placa de 96 pocos, por 24 h, na mesma

concentragdo e nas mesmas condi¢des de incubagao descritas no subtdpico 2.3.3.2. Em seguida,

13 Regides capturadas.
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as células foram tratadas com 100,0 uL de GLYP-R em DMEM (10,0; 50,0; 100,2 e
400,0 mg L) e incubadas por 24 h, juntamente com o controle negativo (células ndo expostas
a0 GLYP-R). Células tratadas apenas com perdxido de hidrogénio (H20) 500,0 pmol L™!
foram utilizadas como controle positivo da produ¢do de ROS. Essas células foram incubadas
com 100,0 puL de solugao de H>O> por 90 min. Apds a incubagao, as células foram lavadas com
100,0 uL de solugdo tampao PBS/Ca/Mg e marcadas com 100,0 uL. de carboxi-HDCFDA
25,0 umol L™!. A placa foi coberta com folha de aluminio e incubada por 30 min. Em seguida,
foi feita a medida da fluorescéncia de carboxi-HoDCFDA (excitagdo: 485/20 nm, emissdo:
530/25 nm) usando o leitor de microplacas Synergy 2 (BioTek Instruments, Vermont, EUA).

A fluorescéncia dos pogos em branco foi subtraida de todas as demais medidas.

2.3.4 Quenching, coleta das células e preparo do extrato de metabdlitos

O protocolo de quenching, coleta das células (harvesting) e extragdo de metabolitos foi
adaptado do trabalho de Rodrigues, S. et al. (2024), que determinou AA em células HDFa
utilizando GCxGC/Q-TOFMS. Algumas etapas do protocolo original foram modificadas apos
testes de otimizagdo univariada, as quais foram: a lise celular (comparando PBS e NETN!%), o
solvente de extragdo (comparando metanol/acetonitrila, MeOH/ACN, 1:1 e
metanol/cloroformio/agua, MeOH/CHCIl3/H2O, 7:2:1) e a pré-concentragdo da amostra

(liofilizacao e nao liofilizagao).

2.3.5 Sistema cromatografico (GCxGC/Q-TOFMS)

A aquisi¢@o dos dados untargeted e targeted foi feita usando um sistema GCxGC/Q-
TOFMS, composto por um cromatografo Agilent 7890B acoplado a um espectrometro de
massas hibrido do tipo quadrupolo-tempo de voo (Agilent 7250), fabricados em Wilmington
(USA). O modulador utilizado foi do tipo loop térmico (Zoex, modelo ZX2), fabricado em
Houston (USA). O sistema estava equipado com o software Agilent MassHunter v. 10.2 (2023)
para a aquisi¢do dos cromatogramas brutos, com o software GC Image v. 2.9r3 (2020), para
aquisicdo e tratamento dos cromatogramas bidimensionais € com a biblioteca NIST 17 v. 2.3

(2017).

4 Tampao de lise celular composto por cloreto de sddio (150,0 mmol L!), EDTA (1,0 mmol L"), Tris-base
(20,0 mmol L") e Nonidet P-40 (0,5 %).
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No método otimizado, o sistema operou com a coluna 'D HP-5MS (30 m x 250 pm x
0,25 um) e a coluna 2D Rxi-17Sil MS (2 m x 0,15 mm x 0,15 pm). O injetor foi usado na
temperatura de 250 °C, no modo splitless (0,5 min) e o géas de arraste utilizado foi He
(1,2 mL min ™). O forno foi aquecido inicialmente a 80 °C (1 min). Em seguida, a temperatura
aumentou até 150 °C (permanecendo nesta temperatura por 2 min), com a taxa de 5 °C min' e,
finalmente, aumentou até 270 °C (3 min), com a taxa de 3 °C min™'. O periodo de modulagio
(Pwm) foi de 6 s e o tempo de jato quente foi de 1 s, com offset de +30 °C em relagdo ao forno.
Foi usado gas nitrogénio a —80 °C como jato frio (20,0 L min!). A linha de transferéncia operou
a 280 °C, a fonte de ions, a 250 °C e o quadrupolo, a 150 °C. Foi empregada a ionizagdo por
elétrons (EI), a 70 eV, no modo positivo. Os espectros foram adquiridos a 50 Hz no modo fu!//
MS, na faixa de m/z 50 a 650. Por fim, o detector operou a 800 V (micro channel plate, MCP)
e 551 V (photo-multiplier tube, PMT).

2.3.6 Derivatizacao

Dois tipos de derivatizagao por alquilacao de metabolitos (incluindo AA) foram testados
em extratos de células nao expostas (controle): metil cloroformato/metanol (Villas-Boas et al.,
2003) e propil cloroformato/propanol (Batista et al., 2020). O melhor protocolo de
derivatizacdo foi escolhido com base na melhor separagdo 2D e no maior nimero de picos
detectados, utilizando os seguintes filtros de detecgdo: SNR > 100, area minima do contorno =

5 pixels, volume e altura minimos de pico = 100, smoothing (‘D) = 0,1 e smoothing (*D) = 5,0.

2.3.7 Desenvolvimento do método GCxGC

Com base nos trabalhos de Miyazaki et al. (2017), Pasikanti et al. (2010), Purcaro et al.
(2018) e Rodrigues, S. ef al. (2024), foi desenvolvido um mesmo método GCxGC para as duas
abordagens metabolomicas (fargeted e untargeted). Os parametros testados foram o programa
do forno, Pwm, o tempo de jato quente, a temperatura do modulador (offset do jato quente) e do
injetor, o modo de injecdo (split e splitless) e a temperatura da fonte de ionizagcdo. Amostras
derivatizadas de extratos celulares (controle) foram utilizadas nos testes de otimizacdo. A
escolha dos melhores parametros foi feita com base na melhor separacao 2D e no maior nimero

de picos detectados, utilizando os mesmos filtros mencionados no tdpico 2.3.6.
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2.3.8 Processamento de dados

Os cromatogramas bidimensionais foram processados no software GC Image.
Inicialmente, foi feita a corre¢ao de linha de base de cada cromatograma, utilizando os seguintes
parametros: deadband data points: 5, distribution: 7,00, filter type: median-mean, filter window
size: 7 e strides per modulation cycle: 1. Foi feita a remog¢ao de ruido espectral devido a
sangramentos na coluna e, em seguida, a detec¢do dos picos, com S/N > 100. Por fim, os
cromatogramas foram alinhados por meio de autotemplate de features construido de acordo

com o algoritmo Consistent Cliques Method (CCD), descrito por Reichenbach ef al. (2013).

Os dados alinhados foram normalizados pelo feature correspondente a L-norvalina
(padrdo interno) e pela massa de proteina de cada extrato. A dosagem de proteinas seguiu o
protocolo descrito por Bradford (1976). A plataforma online MetaboAnalyst 6.0 (Pang et al.,
2024) foi utilizada para as analises multivariadas dos dados — por meio da construcao de
modelos quimiométricos (PCA e PLS-DA) e de modelos de potenciais biomarcadores — e na

interpretagdo biologica.

2.3.9 Identificacao dos metabolitos

Os espectros de massas dos metabolitos da anélise untargeted foram comparados com
os espectros da biblioteca NIST 17 e do banco de dados de metabolomica The Human
Metabolome Database (HMDB) (Wishart et al., 2022). Foi utilizado um fator de match > 750.
A tentativa de identificacao foi feita com os indices de retencao (/) dos compostos, calculados
pela Eq. (1), elaborada por van Den Dool e Kratz (1963).

too — tm
tn+i) — tm)

I =100i +100n Eq. (1)

Em que 7 ¢ o indice de retencdo do composto; #x), o tempo de retengao; ¢») € ¢+ i), 0S tempos
de retencdo dos alcanos que eluem imediatamente antes e depois do composto, respectivamente;
n, o numero de carbonos do alcano que elui imediatamente antes do composto e i =1 ¢ a

diferenca do nimero de carbonos entre dois alcanos consecutivos da série homologa.

O erro percentual de / para cada composto foi determinado através da Eq. (2).

I — Iy
erro (%) — calculado literatura % 100 Eq. (2)

I literatura
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Os metabolitos targeted (AA) foram identificados pela comparacao dos espectros de
massas adquiridos com os espectros dos padrdes analiticos derivatizados e dos de tempos de

retencao.

2.3.10 Validacao targeted

Na validagao do método targeted, foram avaliados os parametros linearidade, precisao
intermedidria, repetibilidade, limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacio (LOQ) e
recuperagdo. A linearidade, a repetibilidade, a precisdo intermedidria e a recuperagdo foram
avaliadas de acordo com o guia da Eurachem (Magnusson; Ornemark, 2014). Os pardmetros
LOD e LOQ foram estimadas de acordo com o guia da Agéncia Europeia de Medicamentos
(EMA) (ICH, 2024). Inicialmente, foi feita uma curva de calibragdo exploratdria com 6 niveis
de concentragio de AA, igualmente espagados, na faixa de interesse (0,1 a 1,0 mg L"), a partir
de uma solucdo estoque 10,0 mg L™'. A curva de calibragdo mostrou linearidade na faixa
escolhida. No entanto, quando as respostas de extratos celulares foram interpoladas nessa curva,
os valores de concentragio ficaram muito acima de 1,00 mg L™!. Isso indicou que as amostras
deveriam ser diluidas ou a faixa de trabalho aumentada. Para preservar o sistema GCxGC, no
sentido de evitar overload das colunas e saturacdo do detector, optou-se pela diluicao das
amostras e a faixa de calibragdo final foi limitada a 1,5 mg L™!. As curvas de calibracio finais
foram construidas em seis niveis de concentracdo, cada um com cinco repeti¢cdes, cobrindo a
faixa linear de 0,100 a 1,500 mg L. As amostras de extratos foram diluidas em 4gua, em
diferentes fatores de dilui¢do, para que a resposta de cada AA (volume de pico do analito

normalizado pelo volume de pico de Norv) se situasse dentro da respectiva faixa linear.

A repetibilidade foi avaliada em dois niveis de concentracdo (0,250 e 0,400 mg L),
com seis repeticdes cada, em um mesmo dia. O resultado foi relatado pelo desvio-padrao
relativo (%RSD) das respostas. A precisdo intermediaria foi avaliada nos mesmos niveis de
concentragdo da repetibilidade, em dois dias (6 repeti¢des de cada nivel por dia), pelo mesmo

analista. O resultado foi relatado como %RSD das 12 repeti¢des de cada nivel.

Os parametros LOD e LOQ de cada AA foram estimadas com base em Eq. (3) e Eq. (4):

3,30
LOD =

Eq. 3)
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10
LOQ = TU Eq. (4)

Onde o e S sdo, respectivamente, o desvio-padrdo do intercepto e a inclinacdo da reta de

regressao das curvas de calibragao.

A obtencao de uma matriz branca de amostras de cultura de células ¢ impraticavel, pois,
até mesmo o meio de cultura contém AA. Por esse motivo, a recuperagdo foi estimada usando
amostras enriquecidas (adicionadas de analitos). Dez replicatas de uma amostra de extrato de
células enriquecida com AA, em concentragdes de 0,250 mg L ™! (para Ala, Asn, Asp, GABA,
Glu, Ile, Phe, Pro, Sar, Ser, Trp, Val) e 0,400 mg L! (para Cys, Gln, Gly, His, Leu, Lys, Met,
Thr, Tyr), foram derivatizadas e analisadas. A recuperacao relativa foi calculada de acordo com
a Eq. (%):

X —X
R'(%) =

x 100 Eq. (5)
Xad

Em que X' ¢ o valor médio da concentragdo de analito na amostra enriquecida, X ¢ o valor
médio da concentragdo de analito na amostra sem adi¢do de analito e x,q4, o valor da

concentracao de analito adicionada a amostra.

2.4 Resultados e discussao

Para investigar de forma abrangente os efeitos de GLYP-R nas células de fibroblastos,
foram utilizados, em conjunto, ensaios bioldgicos, metabolomica untargeted/targeted e

quimiometria (Figura 2.8).
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Figura 2.8 - Fluxograma das ferramentas utilizadas no estudo da exposi¢do de fibroblastos humanos ao GLYP-R.

2.4.1 Ensaio de proliferacao celular

A absorbancia do cristal de formazan ¢ relacionada com a quantidade de MTT

metabolizado pela mitocondria da célula (Riss et al.,, 2004). Dessa maneira, a curva de

proliferagdo das células ¢ construida pela absorbancia do cristal de formazan versus

concentragdo de células. A curva de proliferag¢do obtida para as células HDFa est4 representada

na Figura 2.9. Para experimentos de citotoxicidade, a concentracdo ideal de células ¢ aquela

situada na metade da curva exponencial de proliferagdao (Batista et al., 2023). Assim, para os
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ensaios biologicos subsequentes, foi escolhida a concentracio de 2,0 x 10° células mL™!, o que

equivale a 2,0 x 10* células pogo™! (considerando uma placa de 96 pogos).
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Figura 2.9 - Curva de proliferagdo de células HDFa (n = 3).

2.4.2 Efeito citotoxico de GLYP-R e GLYP em células HDFa

A formulagdo comercial Roundup (GLYP-R) contém glifosato na concentragdo de
370 g L', de acordo com o rétulo do produto. Para uso agricola, o herbicida é aplicado na
diluigdo final de 0,5 a 3,0 %, o que corresponde a concentra¢io de GLYP de 1,8 a 11,1 gL ..
De acordo com o fabricante, esses valores de concentragdo sdo considerados seguros para a
saude humana (Monsanto, 2023). Escolheu-se, entdo, trabalhar com uma faixa de concentracao
de GLYP de 10,0 a 400,0 mg L' (bem abaixo dos valores mencionados), para investigar o
poder citotoxico do glifosato em concentragdes muito abaixo daquelas consideradas seguras
para humanos. O maior nivel de concentracdo de GLYP nos testes de exposi¢ao das células se

situou cerca de cinco vezes abaixo da menor concentracdo de uso agricola (1,8 g L ™).

Em relagdo ao controle negativo (CT-), concentragdes de GLYP-R (CerLyp-r) abaixo de
120,0 mg L! nfo induziram toxicidade nas células, em nenhum dos tempos de exposi¢io

estudados (Figura 2.10a). A concentragdo de 400 mg L' mostrou o maior efeito citotoxico
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(maior metabolizacdo de resazurina), indicando alta diminui¢do da viabilidade celular. Nao
houve grande altera¢dao no perfil de metabolizacdo em 48 e¢ 72 h (Figura 2.10c, d), indicando
que o efeito citotéxico de GLYP-R ndo aumentou significativamente com os tempos de
exposicio estudados. Assim, o tempo de 24 h foi escolhido para a estimativa do ICso'> (Figura
2.10b) e fixado nos experimentos subsequentes. O controle positivo (CT+) se mostrou eficiente,
pois, estatisticamente (p < 0,0001), ndo apresentou indicativo de viabilidade celular quando
comparado ao CT—. Apds a remocao de outliers, o modelo de regressdo ndo linear da curva de
dose-dependéncia nio apresentou falta de ajuste (p = 0,8566, R> = 0,9648) ¢ a distribuicdo dos
residuos foi homogénea. O valor encontrado para ICso (GLYP-R) foi de 164,2 + 8,7 mg L,

considerando o intervalo de confianga de 95 %.

150 valor de Caryp-r que, quando interpolado na curva de regressdo, correspondeu a 50 % de metabolizagio
de resazurina.
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Figura 2.10 - a, c e d) Metabolizagdo de resazurina pelas células HDFa exposta a diferentes concentragdes de
GLYP-R (10,0 a 400,0 mg L"), em diferentes tempos (24, 48 e 72 h). b) Curva de dose-dependéncia do efeito
citotoxico de GLYP-R considerando o periodo de exposi¢ao de 24 h (n = 5). CT(+): células com Triton 0,2 %;
CT(-): apenas células. *p < 0,05, **p < 0,01, ****p < 0,0001.

Para os tratamentos envolvendo GLYP, o mesmo perfil de metabolizag¢ao foi observado

em todos os tempos de exposicao estudados (Figura 2.11). Para confirmar esse resultado, foi

aplicado o ensaio de MTT na mesma faixa de concentracdoes de GLYP e nos mesmos tempos

de exposi¢do. O mesmo perfil de metabolizagdo do MTT foi obtido, ou seja, ndo houve

diferenca estatistica entre os tratamentos, indicando que GLYP ndo induziu citotoxicidade nos

fibroblastos, nas concentragdes estudadas.
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Figura 2.11 - Metabolizago de resazurina pelas células HDFa exposta a diferentes concentragdes de GLYP (10,0
a 400,0 mg L), em diferentes tempos (24, 48 € 72 h), n = 5. CT(+): células com Triton 0,2 %; CT(-): apenas

células.

Esse resultado ¢ semelhante ao de varios trabalhos que demostraram que as formulagdes
comerciais do glifosato s3o mais toxicas do que o composto puro (Gasnier et al., 2009; Martins-
Gomes et al., 2022; Richard et al., 2005). Um exemplo ¢ o trabalho de Nagy et al. (2019), que
testou o efeito de glifosato e GBHs (0,17 a 169,07 mg L) em globulos brancos periféricos
humanos. Os autores verificaram que o glifosato puro ndo induzia efeitos cito e genotoxico

significativos nas cé€lulas, enquanto Roundup e outros GBHs induziram.

A maior citotoxicidade de GBHs tem sido associada aos adjuvantes presentes nessas
formulagdes, como POEAs. Nas formulagdes de glifosato, POEAs sdo agentes emulsificantes,
dispersantes e umectantes (Tush; Loftin; Meyer, 2013). Mesnage, Bernay e Séralini (2013)
analisaram a composi¢ao de 9 tipos de herbicidas comerciais (incluindo diferentes formulacdes
de Roundup), na faixa de 0,1 a 10000 mg L, usando MALDI-TOF-MS/MS, e confirmaram a
presenca de POEAs em 6 GBHs, com destaque para POE-15. Através de ensaios in vitro, os
autores também mostraram que os herbicidas contendo POE-15 causaram danos na membrana
celular (necrose/apoptose) e nas mitocondrias de células embriondrias do figado (HepG2), da
placenta (JEG3) e do rim (HEK293) de humanos. Através do ensaio de concentracdo micelar
critica (CMC), o estudo demostrou que POE-15 foi capaz de romper a membrana plasmatica
das células. Isso comprovou que os adjuvantes t€ém importdncia determinante no efeito
citotéxico dos GBHs. Provavelmente, em concentracdes de GLYP acima das estudadas no
presente trabalho, o composto puro seria citotoxico para HDFa, mas isso implicaria em testar

concentragdes acima de 400,0 mg L.
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2.4.3 Efeito citotoxico de AMPA e sua mistura com GLYP em células HDFa

O ensaio de citotoxicidade ndo mostrou diminui¢do da metabolizagdo de resazurina
pelas células HDFa com o aumento das concentragdes de AMPA puro e da mistura AMPA +
GLYP, nos trés tempos de exposi¢ao (Figura 2.12). Nos tempos de 48 e 72 h, houve um
aumento (andmalo) estatisticamente significativo na porcentagem de metabolizagdo,
principalmente para as concentragdes mais altas de compostos (200,0 e 400,0 mg L"), em
relagdo ao CT—. Esse resultado pode ser explicado por erros técnicos, como a pipetagem
desigual das células. Assim, se os pogos referentes as maiores concentragdes de compostos

tiveram maior concentracao de células, isso promoveu maior metabolizagdo de resazurina.
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Figura 2.12 - Metabolizagdo de resazurina pelas células HDFa expostas a AMPA e GLYP, nas concentragdes de
10,0 2 400,0 mg L, em dois tratamentos (AMPA puro e mistura AMPA + GLYP), em diferentes tempos (24, 48
e 72 h), n=5. CT(+): células com Triton 0,2 %; CT(-): apenas células. *p < 0,05, **p < 0,01, ****p < 0,0001.

De acordo com a Organizacao Mundial da Saude (World Health Organization, WHO),
AMPA e GLYP tém toxicidade similar, considerando experimentos feitos em animais e células

humanas (WHO, 2005). Além disso, a revisdo feita por Martins-Gomes et al. (2022) sobre a
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toxicidade de GLYP e GBHs mostrou que nao ha evidéncias de biotransformacao de GLYP em
AMPA em humanos. No entanto, outros estudos mostraram o contrario. E o caso do trabalho
conduzido por Benachour e Séralini (2009). Os autores avaliaram a exposicao de células
primérias do cordao umbilical neonatal (HUVEC), de rim embriondrio (HEK 293) e da placenta
(JEG3) ao AMPA, GBHs e GLYP. Os resultados mostraram que AMPA puro induziu
citotoxicidade em concentragdes acima de 0,5 % (5000,0 mg L ') e que a mistura AMPA +
GLYP provocou danos a membrana plasmdtica em concentragdes acima de 0,05 %
(500,0 mg L), valores elevados de concentracdo. Baseando-se nos resultados de Benachour e
Séralini (2009), esta tese indicou que HDFa ¢ resistente aos efeitos citotoxicos de AMPA +
GLYP, em concentragdes abaixo de 400,0 mg L!-. Caso valores mais altos de concentragio
fossem testados, o efeito citotoxico poderia ser observado. Porém, esse seria um cendrio fora

do objetivo desta tese (avaliar o efeito citotdxico em baixa dose de contaminante).

2.4.4 Ensaio de morte celular em HDFa

O ensaio de resazurina indicou a diminui¢ao da viabilidade de células HDFa expostas
ao GLYP-R como resultado de um efeito citotoxico. Para avaliar se as células sofreram morte
celular, foi realizado o ensaio de marcacdo com PI (uma sonda fluorescente). A sonda
fluoresecente PI penetra células com a membrana celular comprometida e ndo penetra células
viaveis, liga-se ao DNA (o que causa aumento da fluorescéncia de 20 a 30 vezes, desenvolvendo
uma coloragdo vermelha) e pode ser usada para indicar morte celular por necrose (Arndt-Jovin;
Jovin, 1989). O corante Hoechst marca de azul todos os nucleos das células (viaveis ou nao).
Células expostas a0 GLYP-R e tratadas com PI foram marcadas em vermelho enquanto células
ndo expostas a0 GLYP-R e tratadas com PI ndo foram marcadas (Figura 2.13a). Isso indicou
que GLYP-R causou necrose em HDFa, na extensao de 0 % para o controle (CT); 0,64 = 0,07 %
para GLYP-R 50,0 mg L!; 13,00 + 0,93 % para ICso e 100,2 + 6,2 % para GLYP-R 400 mg L~
! (Figura 2.13b). Esse resultado foi confirmado pela analise da morfologia celular (imagens em
campo claro), que mostrou deformacdo da superficie celular em concentragdes de GLYP-R
superiores a 50,0 mg L~!. Assim, GLYP-R 0,1 % (400,0 mg L' de GLYP) ¢ suficiente para
causar a morte completa das células de fibroblastos humanos. Conforme ja foi demonstrado na
literatura (Heu et al., 2012; Martini; Gabrielli; Vila, 2012), os resultados encontrados neste

trabalho confirmam que GLYP-R pode ser altamente toxico para a pele humana, considerando
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que ¢ aplicado em concentragdes cerca de 10 vezes acima do maior valor de concentragao

avaliado no presente estudo.
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Figura 2.13 - a) Imagens representativas das células sem marcagdo (campo claro), marcadas com Hoechst (azul)
e PI (vermelho) em diferentes condigdes de exposi¢do ao GLYP-R e do CT (células ndo expostas), barra de escala
de 400 pm. b) Porcentagem de células mortas por necrose (média com desvio-padrdo, » = 10) induzida pela
exposicdo ao GLYP-R, construido pela razdo do numero de células marcadas com PI pelo numero de células

marcadas com Hoechst.
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2.4.5 Estresse oxidativo de GLYP-R em células HDFa

O melhor controle positivo para estresse oxidativo utiliza H>O» para induzir uma
producdo significativa de ROS, ou seja, maior fluorescéncia de carboxi-HoDCFDA em células
tratadas do que no controle negativo (células nao expostas a H>O»). Para a escolha do controle
positivo, os fibroblastos foram incubados com diferentes concentragdes de H2O> por 90 min,
seguindo o procedimento descrito no subtopico 2.3.3.4. A concentragdo de H>O» que mais
diferiu estatisticamente do controle negativo foi de 500,0 umol L™! (p < 0,001) (Figura 2.14).

Esta concentragao foi escolhida como controle positivo.
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Figura 2.14 - Efeito da concentracdo de H>O; na indug@o de estresse oxidativo. Controle negativo (CT-): células

ndo tratadas com H»O,. Os experimentos foram realizados com n = 5; **p < 0,01, ***p < 0,001.

Estudos in vitro (com células renais e hepatdcitos humanos) e in vivo (com ratos e
camundongos) ja mostraram que GLYP ¢ uma agente causador de estresse oxidativo (Wang,
X. et al., 2022). No presente trabalho, foi observado que células de fibroblastos humanos
marcadas com carboxi-H2DCFDA e expostas ao GLYP-R emitiram maior fluorescéncia (cerca
de 800 vezes mais) do que células marcadas e ndo expostas (Figura 2.15). O grande aumento
de fluorescéncia observado nos tratamentos com GLYP-R implica em um grande aumento na
producao de ROS em células expostas ao herbicida. Isso confirma o que ja mostra a literatura
para outros modelos biologicos e acrescenta a novidade de que GLYP-R também induz estresse

oxidativo em células de fibroblastos de pele humana.
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Figura 2.15 - Fluorescéncia emitida por células marcadas com carboxi-H,DCFA nao expostas (CT—), expostas a

H>0, 500 pmol L' (CT+) e a diferentes concentragdes de GLYP-R; n = 5.
2.4.6 Escolha do melhor protocolo de derivatizacio

2.4.6.1 Derivatizagdo por metil cloroformato (MCF) em metanol (MeOH)

Inicialmente foi testada a derivatizagdo por MCF/MeOH, cujo fluxograma esta

representado na Figura 2.16.
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Figura 2.16 - Esquema do procedimento de derivatizacdo por MCF baseado no trabalho de Villas-Boas ef

al. (2003).
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Para avaliar o desempenho da separagao 2D dos metabolitos derivatizados, foi utilizado
um método cromatografico adaptado de Villas-Boas, Silas Granato et al. (2003) e Pasikanti;
Norasmara; et al. (2010). O sistema GCxGC operou com a coluna 'D HP-5MS (30 m x 250 um
x 0,25 um) e a coluna 2D Rxi-17Sil MS (2 m x 0,15 mm x 0,15 um). O injetor foi usado na
temperatura de 250 °C, no modo splitless (0,5 min) e o géas de arraste utilizado foi He
(1,2 mL min™!). O forno foi aquecido inicialmente a 50 °C (1 min). Em seguida, a temperatura
aumentou até 150 °C (2 min) com a taxa de 5 °C min!' e finalmente aumentou até 230 °C
(5 min), com a taxa de 3 °C min ™. Foi escolhido Py = 6 s € tempo de jato quente de 350 ms,
com offset (T, temperatura do modulador) de +30 °C em relagdo ao forno. Foi usado gés
nitrogénio a —80 °C como jato frio (20,0 L min!). A linha de transferéncia operou a 240 °C, a
fonte de ions, a 250 °C e o quadrupolo, a 150 °C. Foi empregada a ionizagao por elétrons (EI),
a 70 eV, no modo positivo. Os espectros foram adquiridos a 50 Hz, no modo full MS, na faixa

de m/z 50 a 400. O detector operou em 800 V (MCP) e 551 V (PMT).

O diagrama de cores da Figura 2.17a mostra o perfil de separacdo dos derivados de
metabolitos na amostra de extrato celular. Foi possivel detectar apenas 17 AA usando esse tipo
de derivatiza¢io, com uma capacidade de pico'® (nc) de 377. A separagio foi satisfatoria, porém,
os picos apresentaram caudas proeminentes tanto em 'D (principalmente) quanto em 2D, como
destacado na ampliagdo de uma regido do diagrama (Figura 2.17b). O perfil de machas
arrastadas ao longo de 'D também indicou degrada¢io dos compostos na coluna 'D e/ou no
injetor (Ramos et al., 2009). Diversos testes foram feitos na tentativa de melhorar a resolugao
de pico, como a avaliagdo de diferentes Pm (3, 4, 5, 6, 8 € 10 s), Tm (+10 e +30 °C), tempos de
jato quente (0,3; 0,6; 0,8 e 1,0 s), além de alteragdes no programa de aquecimento do forno e
na temperatura do injetor. No entanto, nenhuma das modificagdes foi capaz de melhorar a
resolugdio 2D. O alargamento de manchas em 'D indicou forte interacio dos compostos com a
fase estacionaria dessa coluna, que ¢ mais apolar. Logo, substituir as colunas por outras de

polaridades opostas poderia aumentar a resolugio tanto em 'D como em 2D. Alternativamente,

16 A capacidade de pico é definida como o niimero de componentes que podem ser localizados como picos
tr(final) —tg (inicial)
Wp
tempo de retengdo do ultimo pico do cromatograma, t(inicial) é o tempo de retengdo do primeiro pico e
Wy, a largura de pico na base de um pico escolhido. Neste trabalho, wy, foi calculada para um pico bem
resolvido, situado aproximadamente no meio do cromatograma. Em GCxGC, a capacidade pico n. é o

produto das capacidades de pico 'n. e *n. nas colunas 'D e 2D, respectivamente (Ramos e al., 2009).

resolvidos em um cromatograma. Ela por ser estimada por n. = , em que tg(final) é o
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foi testado o procedimento de derivatizagdao por PCF/PrOH, que funcionou muito bem em

trabalhos anteriores envolvente 1D-GC.

a)

30.0

1D (min)

100 150 20.0 25.0

1D (min)

Figura 2.17 - a) Diagrama de cores para amostra de extrato celular (controle) derivatizado com MCF/MeOH. b)
Regido ampliada do mesmo diagrama nas regides de 6,5 min < '#g <30 min e 1 min < g <4 min. Sarcosina (Sar),
L-Alanina (Ala), Glicina (Gly), L-Valina (Val), L-Norvalina (Norv), L-Leucina (Leu), L-Isoleucina (Ile), L-
Treonina (Thr), L-Serina (Ser), L-Prolina (Pro), L-Metionina (Met), L-Acido aspartico (Asp), L-Fenilalanina (Phe),
L-Acido glutdmico (Glu), L-Cisteina (Cys), L-Lisina (Lys), L-Tirosina (Tyr), L-Triptofano (Trp). IS: padrio

interno.

2.4.6.2 Derivatizagao por propil cloroformato (PCF) em propanol (PrOH)

A derivatizagdo dos extratos de células por PCF/PrOH foi feita conforme o protocolo

da Figura 2.18.
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Padrio interno (PI):
L-norvalina (200,0 pmol L)

h e o

Solucéo estabilizante:

1-propanol (1,0 mL)

Solugdo de fenol 6,2 mg L (1,0 mL)
Tiodietilenoglicol (328,0 pL)

DR1 (reagente derivatizante 1):
1-propanol/3-metilpiridina (1:3 v/v)

Figura 2.18 - Esquema do procedimento de derivatizagdo por PCF/PrOH otimizado em trabalho

anterior (Batista et al., 2020).
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Para a otimizacao do método GCxGC de analise de metabolitos, com derivatizagao por
PCF/PrOH, os seguintes parametros foram variados: temperatura do injetor (200, 240 ¢ 250 °C),
modo de injecao (split 1:50 e splitless 0,5 e 1,0 min), Pm (4, 5 € 6 s), tempo de jato quente (0,3;
0,8;1,0e 1,2 s), Tm (+10, +30 e +40 °C) e temperatura da fonte de ionizagao (200 e 250 °C). O
programa de aquecimento do forno, a temperatura da linha de transferéncia (280 °C), a faixa
de aquisicao de ions (m/z 50 a 650) e os demais parametros (os mesmos do subtdpico 2.4.6.1)
foram mantidos fixos. O forno foi aquecido inicialmente a 80 °C (1 min). Em seguida, a
temperatura aumentou até 150 °C (2 min), com a taxa de 5 °C min!, e finalmente aumentou
até 270 °C (3 min), com a taxa de 3 °C min"'. Os outros pardmetros do sistema GCxGC foram

os mesmos do subtopico anterior.

Os diferentes periodos de modula¢do foram testados considerando o tempo de jato
quente de 0,8 s. O resultado menos satisfatorio foi obtido para Pm =4 s, com ne = 2746 ¢ baixa
resolucdo (Figura A1 do APENDICE 1 -), porém, melhor que aquele obtido pela derivatizago
por MCF/MeOH (n. = 377 e resolugdo pior). Os demais Py mostraram perfil melhor e similar
de resolugao dos compostos (manchas mais concéntricas) e maior capacidade de pico: nc = 2933
para Pm=5s e ne = 3084 para Py = 6 s. O perfil de caudas em 2D para os trés diagramas foi
similar ao obtido pela derivatizagdo usando MCF/MeOH. No entanto, as caudas em 'D
diminuiram significativamente, especialmente para Pm = 6 s. Observou-se também forte
ocorréncia de wrap-around em 'tr = 22 e 34 min (picos de reagentes da derivatiza¢io), que
diminuiu, em 'fr = 34 min, para Py = 6 s. Embora os diagramas para os dois Py mais altos
apresentaram perfil similar de resolucdo, Pm = 6 s forneceu os menores valores de largura de
pico na base para picos em 2D (*wy), maior resolugio em 'D (!Rs) e maior capacidade de pico.
Por essas evidéncias, Pm = 6 s foi escolhido como o mais adequado, embora Pv =5 s também

pudesse ser selecionado, sem grande perda de qualidade da separagdo 2D.

Em seguida, foi avaliado o tempo de jato quente, cujos resultados estdo mostrados na
Figura A2. Considerando o diagrama para o tempo de 0,3 s, em !fr =22 min houve overload
(sobrecarga) das colunas, como mostrou a mancha deformada, com alta intensidade e cauda
proeminente em 'D e 2D (principalmente). A sobrecarga das colunas pode ocorrer pela liberagio
parcial da banda do analito focalizada no modulador, fazendo com que o composto se acumule
na fase estaciondria e seja eluido nas proximas corridas, fornecendo picos ndo gaussianos com

cauda frontal proeminente em 'D. O overload também pode ocorrer por injecio de compostos
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em elevada concentracao. Esse fendomeno causa perdas na resolu¢ao cromatografica, facilitando
a ocorréncia de coeluigdes de picos de compostos em nivel traco com o pico do composto que
causou overload (Ramos et al., 2009). Além disso, o diagrama da Figura A2-a apresentou a
menor capacidade de pico (nc = 507), quando comparados os quatro diagramas. Assim, o tempo
de jato quente de 0,3 s ndo foi adequado para a dessor¢ao total dos analitos no modulador. Os
demais tempos de jato quente forneceram perfil muito similar de separagdo dos compostos. A
alteracdo mais significativa foi observada na capacidade de pico: nc = 3768 para 0,8 s de jato
quente; ne = 3830 para 1,0 s e nc = 1736 para 1,2 s. A diminui¢do na capacidade de pico
observada quando o tempo de jato quente aumentou de 1,0 para 1,2 s indicou perda de
compostos por breakthrough'’ no modulador, pelo longo tempo de contato do jato quente com
o segmento da coluna 2D. Diante disso, foi escolhido o tempo de jato quente de 1,0 s como o

mais adequado para a separagdo dos metabolitos.

A influéncia da temperatura da fonte de ionizag@o na separacao dos compostos também
foi avaliada pela inspecdo visual dos diagramas de cores e pela comparacdo da excentricidade!®
de pico (e). O diagrama obtido com a fonte a 200 °C mostrou forte ocorréncia de wrap-around,
resolugdio ruim em 2D (Figura 2.192a) e e = 2,9 x 10°. Além disso, ocorreu overload em >D, na
regido de 'fr =22 min. O diagrama para a ioniza¢ido a 250 °C apresentou melhor resolugio,
diminui¢do da ocorréncia de wrap-around, de overload e da excentricidade de pico
(e= 5,4 x 10°). Esses resultados indicaram que a ionizacdo a 250 °C foi mais satisfatoria
(Figura 2.19b). Assim, optou-se por realizar a ionizagao dos metabolitos utilizando a fonte de

ions a 250 °C.

17 Quando o analito ndo é adequadamente retido no modulador.

18 Medida do grau de alongamento eliptico de uma mancha no cromatograma 2D. Quanto menor o valor de
e, maior a similaridade da forma da mancha com a forma de um circulo. Quanto maior o valor de e, mais
deformada esta a mancha.
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5.0

30.0
1D (min)
Figura 2.19 - Diagramas de cores dos extratos celulares derivatizados com PCF/PrOH usando as temperaturas de
ionizacdo de a) 200 °C e b) 250 °C.

Os demais parametros (7w, temperatura do injetor ¢ modo de inje¢ao) foram otimizados
usando a mesma abordagem de inspe¢do dos diagramas de cores. Os valores 6timos dos
parametros estudados foram: temperatura do injetor (250 °C), modo de injecdo (splitless
0,5 min), Pm (6 s), tempo de jato quente (1,0 s), 7m (+30 °C) e temperatura da fonte de ionizagdo
(250 °C).

O método GCxGC com derivatizagdo por PCF/PrOH permitiu a identificagdo de 21 AA,
enquanto a analise por GCxGC dos derivados de MCF/MeOH possibilitou a identificagao de
apenas 17 AA. Nos trabalhos anteriores (Batista et al., 2020, 2023), foi possivel identificar
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17 AA utilizando 1D-GC e o mesmo protocolo de derivatizagdo por PCF/PrOH do presente
trabalho. Assim, o emprego de GCXGC possibilitou um aumento significativo na identificagao
de AA derivatizados com PCF/PrOH. Isso foi devido ao aumento da resolugdo de pico, que ¢
caracteristica da separacdo bidimensional. Nos trabalhos anteriores, os pares Thr/Ser e Asp/Met
apresentaram forte coeluicao, enquanto Glu e Phe tiveram baixa resolugdo. Como mostra o
cromatograma da Figura 2.20, todos esses AA foram adequadamente resolvidos na coluna 2D.
Além disso, houve aumento de cerca de 100 vezes nas intensidades de pico da andlise por
GCxGC em relagao a 1D-GC. Dessa forma, esse tipo de derivatizagdo foi escolhido para a

analise de amostras reais, apos a validacdo do método GCxGC otimizado.

18 20 23 25 28 30 33 35 38 40 43 45 48 50 53 55
'D (min)

Figura 2.20 - Cromatograma de fon extraido (EIC) dos 21 derivados de AA de uma solugdo 1,0 mg L' com o
padrao interno (IS) L-norvalina adicionado. Sarcosina (Sar), L-Alanina (Ala), L-Glutamina (Gln), Glicina (Gly),
L-Asparagina (Asn), L-Valina (Val), L-Norvalina (Norv), L-Leucina (Leu), L-Isoleucina (Ile), L-Treonina (Thr),
L-Serina (Ser), y-Acido aminobutirico (GABA), L-Prolina (Pro), L-Metionina (Met), L-Acido aspartico (Asp), L-
Fenilalanina (Phe), L-Acido glutdmico (Glu), L-Cisteina (Cys), L-Lisina (Lys), L-Histidina (His), L-Tirosina (Tyr),
L-Triptofano (Trp).

2.4.7 Validagao do método de analise de metabdlitos por GCxGC/Q-TOFMS

A validacdo do método GCxGC foi feita utilizando uma mistura de 21 AA, na
concentracdo de 1,0 mg L', com derivatizagdo por PCF/PrOH. Os espectros de massas € 0s
tempos de retencao dos derivados na mistura de referéncia (Tabela 2.5) foram utilizados como

parametros de identifica¢do dos analitos nas amostras de extratos celulares.
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Tabela 2.5 - Tempos de retencdo e razdes massa/carga (m/z) dos derivados de aminoacidos utilizados na validago

do método.

# Aminoacido (m?n) 2tr () m/z (padrdo de fragmentacao)
1 Sarcosina (Sar) 17,80 2,15 131,89, 117
2 L-Alanina (Ala) 17,80 1,97 131, 89,71
3 L-Glutamina (Gln) 18,00 2,57 144, 58, 85
4 Glicina (Gly) 18,10 2,20 117,75, 103
5 L-Asparagina (Asn) 18,70 1,81 115,174, 88
6 L-Valina (Val) 21,50 1,99 117,159, 99
IS L-Norvalina (Norv) 22,60 2,07 159, 73,117
7 L-Leucina (Leu) 23,80 1,99 173,87, 117
8 L-Isoleucina (Ile) 24,30 2,05 131, 173,75
9 L-Treonina (Thr) 24,40 2,61 102, 75, 144
10 L-Serina (Ser) 24,40 2,95 254,102, 61
11 y-Acido aminobutirico (GABA) 24,80 2,69 131, 87, 85
12 L-Prolina (Pro) 25,20 2,87 157,71, 115
13 L-Metionina (Met) 32,40 2,83 102, 62, 204
14 L-Acido aspartico (Asp) 32,60 2,63 217,131, 89
15 L-Fenilalanina (Phe) 35,90 3,30 149,92, 75
16 L-Acido glutdmico (Glu) 36,30 2,65 85, 143,171
17 L-Cisteina (Cys) 39,60 3,20 75,103,163
18 L-Lisina (Lys) 48,30 3,43 171, 129, 85
19 L-Histidina (His) 49,60 3,78 82,137,181
20 L-Tirosina (Tyr) 52,80 3,98 108, 165, 207
21 L-Triptofano (Trp) 52,90 5,64 131, 132,208

Itz é o tempo de retengdo de um pico na primeira dimensdo de um sistema bidimensional abrangente e 2r ¢ 0 tempo
de reteng@o de um pico na segunda dimensdo. O padrao de fragmentagdo m/z foi descrito em ordem decrescente de
intensidades de pico dos espectros de massas.

A Tabela 2.6 mostra os resultados da validacdo do método de analise de AA. A
distribuicdo dos residuos da regressdo linear pelo método dos minimos quadrados ordinarios
foi homogénea e as curvas de calibragdo apresentaram linearidade na faixa de 0,015 a
1,500 mg L', com coeficientes de determina¢io acima de 0,9700. O método GCxGC
apresentou boa precisao (1,07 a 18,08 %), baixos limites de quantificagdo (0,015a 0,184 mg L~
1) e elevada taxa de recuperacio (82,62 a 104,57 %). Esses resultados mostraram que o método

validado apresentou alto desempenho na quantifica¢do dos AA derivatizados.
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Tabela 2.6 - Parametros de validagdo do método GCxGC.

Faixa Re;:)etibilidade intz;crfel:(sﬁzria LOD LOQ ~
Aminoacido linear Equacdo da reta R? (% RSD) (% RSD) (mg (mg Recu};eragao
(mg L) Nivel Nivel Nivel Nivel L) L (*0)
baixo alto baixo alto

Ala 8:23(1) a {)3003’;08“ * 0,9988 3,72 1,07 13,62 1239 0014 0,041 92,56
Asn g:ggg a {),;0()3’;1 17+ 0,9962 1246 3,11 1337 10,07 0,015 0,046 86,06
Asp g:ggg a {),(:)003’;22“ * 0,9973 4,78 435 388 439 0,013 0,040 82,70
Cys ?:égg a {);006(5)074)6 * 0,9956 14,77 13,19 18,08 538 0052 0,159 98,91
GABA g:ggﬁ a {); 402’(1)077x * 09988 7,13 586 1448 1419 0,017 0,052 83,09
Gln ?:;gg a {),7806431037)6 * 09749 10,13 6,37 1740 623 0,115 0,160 98,34
Glu g:ggg a (y);ooéélsox * 0,9956 10,76 7,78 12,83 872 0,024 0,072 82,62
Gly (1’; ég a {);Oog,ggoa * 0,9934 13,54 6,77 1226 8,76 0038 0,116 93,07
His g:g’% a {)’30062146)“ * 0,9947 12,14 690 1570 878 0,029 0,087 100,69
Ile g:ggg a {)33009’;644)‘ * 0,9948 6,87 501 981 691 0,016 0,050 87,10
Leu (1):(2)‘5‘3 a g;o%’;l Hx+ 0,9987 4,56 3,04 1450 9,67 0014 0,044 85,79
Lys ?:ggg a {),7)0062034)6 * 09757 1133 1125 1598 10,13 0,028 0,084 104,57
Met ?:;gg a {)’(:)006’26753‘ * 0,9927 1096 7,73 642 10,02 0,061 0,184 83,78
Phe 8:28(1) a 330%6083‘ * 09911 499 2,02 1631 1031 0,020 0,061 98,99
Pro g:ggg a {)33006’?26)“ * 0,9981 347 444 13,66 658 0010 0,030 87,93
Sar 8:‘5)3(1) a (y);oodés 66x + 0,9970 12,01 10,72 12,79 7,98 0,014 0,041 94,23
Ser 8:(5)(1)(5) a {)’(:)001’;6463‘ * 0,9996 930 3,04 11,04 988 0,005 0,015 90,27
Thr ?:ggg a 3300682860" * 0,9997 1033 935 10,51 9586 0,019 0,057 88,91
Trp g:%g a {)3300178706)“ * 0,9995 9,86 4,65 1439 2,05 0,009 0,026 94,61
Tyr ?:ggg a {);0%21 et 0,983 624 446 1546 540 0,026 0,080 96,84
Val 8:(5)33 a {),3003%589" * 0,9978 11,63 1025 1221 896 0,015 0,047 97,64

2.4.8 Analise untargeted de metabolitos por GCxGC/Q-TOFMS

2.4.8.1 Otimizagado da extracao de metabdlitos

O protocolo de quenching/extracao de metabolitos reportado por Rodrigues et al. (2024)

foi adaptado de Wilkins et al. (2019) e € eficaz no preparo de amostras para metabolomica,

porém, apresenta a desvantagem de ser muito longo, principalmente por envolver dois passos

de pré-concentracdo. A técnica escolhida no presente trabalho para a analise dos extratos de
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metabolitos (GCxGC/Q-TOFMS) ¢ conhecida por sua elevada sensibilidade. Portanto, etapas
com alto fator de pré-concentragao (como a liofilizagdo) sao desnecessarias, principalmente no
caso de amostras que contém metabolitos na faixa de concentragio de mg L. Além disso, no
final do protocolo de derivatizacao por PCF/PrOH (que pode ocorrer em meio aquoso), ¢ feita
a pré-concentracao dos metabolitos usando atmosfera de nitrogénio. Dessa forma, a etapa de
liofilizagdo apos a coleta das células foi removida do protocolo de Rodrigues et al. (2024) e

apenas a etapa final de liofilizagdo reportada pelos autores foi avaliada.

As amostras (liofilizadas e ndo liofilizadas) de extratos de células ndo expostas ao
GLYP-R passaram por derivatizacdo por PCF/PrOH e foi feita a analise de 21 AA por GCxGC
(subtopico 2.3.5). Os volumes de pico desses AA foram usados como critério de comparacao
dos procedimentos. Como esperado, os volumes de pico dos AA nas amostras liofilizadas foram
muito superiores aqueles das amostras nao liofilizadas (Figura 2.21a). Também na avaliagao
untargeted, os diagramas dos extratos liofilizados apresentaram volumes de pico bem mais
intensos (APENDICE 1 -). A elevada intensidade de sinal relacionada a liofiliza¢do alcancou
o limiar de saturagdo do detector do sistema GCxGC. Analises nessas condigdes afetariam o
desempenho do sistema, causando overload das colunas cromatograficas e supressdo da
1onizacdo. Como o procedimento sem liofilizagdao mostrou volumes de pico adequados para a
analise quantitativa (> 1,0 x 10°), a liofilizagdo foi retirada do protocolo final de extracdo dos

metabdlitos.

O solvente de extracdo dos metabdlitos precisa apresentar polaridade adequada a
extracdo representativa em analises untargeted, pois a amostra contém compostos de diversas
classes quimicas. Utilizando os volumes de pico dos mesmos 21 AA derivatizados, foi feita a
comparac¢do entre a extragdo usando a mistura MeOH/ACN (1:1), de polaridade intermedidria,
e a mistura MeOH/CHCI3/H>O (7:2:1), mais polar. Para a maioria dos AA, MeOH/ACN foi a
melhor combinagdo de solventes (Figura 2.21b) e ndo houve diferenca nos diagramas das

analises untargeted.

O tipo de solucdo tampao de lise ¢ uma escolha determinante para que a ruptura da
membrana plasmatica das células seja eficiente. A lise parcial ndo permite que todos os
metabolitos sejam liberados, o que prejudica principalmente a analise untargeted. A solugao
tampao PBS ¢ isotonica (pH 7,4) e ¢ usada para manter a viabilidade celular (ThermoFisher,

2024), logo, ndo tem capacidade de danificar a membrana plasmatica. Assim, o processo de lise
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realizado por Rodrigues, S. et al. (2024) pode ser considerado mecanico (ocorreu por
sonicacao). Para elevar a eficiéncia da ruptura da membrana celular, neste trabalho foi feita a
comparagio das solugdes tampdo PBS e NETN' (pH 8,00), empregadas em conjunto com
sonicagdo. Os mesmos 21 AA foram analisados nos extratos celulares obtidos nessas condi¢des
(e sem liofilizag¢ao). Todos os AA apresentaram maior volume de pico quando a lise com NETN
foi utilizada, com a excecdo de dois (Lys e Tyr), que ndo apresentaram diferenca estatistica

entre os tratamentos, demonstrando que NETN forneceu melhores resultados (Figura 2.21c).

19 Composigdo no APENDICE 1 —.
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Figura 2.21 - Volumes de pico de 21 AA utilizados na otimizagdo univariada do preparo de extratos de metabolitos,
em que foram avaliadas as etapas de liofilizagdo (a), solvente de extragdo (b) e solucdo tampao de lise (c), com

n=73.

Considerando esses resultados, foi elaborado o protocolo de quenching, cell harvesting
e extragao dos metabolitos (targeted e untargeted) detalhado na Figura 2.22, que foi aplicado a

todas as amostras.
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Figura 2.22 - Protocolo otimizado de quenching, cell harvesting e extragdo dos metabolitos.
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2.4.8.2 Analise de amostras reais

O método GCxGC permitiu a deteccdo de 514 features nas amostras analisadas. Apos
a remocao de artefatos (como picos associados ao sangramento das colunas), foi possivel
identificar um total de 400 metabélitos. No APENDICE 1 — se encontram os nomes dos
compostos identificados, os parametros de retencdo e os fragmentos m/z utilizados na
identificacao por meio dos bancos de dados NIST 17 e HMDB. Nao houve grande diferenga na
resolucdo dos compostos quando comparados os cromatogramas de controle e tratamento. No
entanto, a intensidade de pico foi maior para as amostras de extratos de células expostas ao

GLYP-R (Figura 2.23).

D (min)

8 11 14 17 20 23 26 29 32 35 38 41 44 47 50 53 56 59
'D (min)

Figura 2.23 - Diagramas de cores da analise untargeted de metabdlitos: A) extrato de células ndo expostas, B)

extrato de células expostas ao GLYP-R.

2.4.9 Analise untargeted uni e multivariada

Os cromatogramas bidimensionais fornecem uma quantidade enorme de dados, o que ¢

desejavel em metabolomica untargeted. No entanto, para que esses dados indiquem a resposta
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a uma questdo biologica, sao necessarias comparagdes entre os padrdoes de aumento ou
diminuigao estatisticamente significativos do maior nimero possivel de metabdlitos detectados.
E nesse contexto que entram as ferramentas quimiométricas, muito aplicadas na redugio da
dimensionalidade dos dados adquiridos por GCxGC e na extragdo de informacao util. Assim,
os dados de intensidade de pico dos 400 metabolitos obtidos foram pré-processados e analisados
na plataforma aberta MetaboAnalyst 6.0, através do médulo Statiscal Analysis [one factor].
Foram utilizadas as seguintes ferramentas desse modulo: Volcano plot (Univariate Analysis),
Chemometrics Analysis (Principal Component Analysis, PCA and Partial Least Squares -
Discriminant Analysis, PLS-DA), Cluster Analysis (Dendogram and Heatmaps) e

Classification and Feature Selection (Random Forest).

Apds a normalizagdo das intensidades pelo pico de Norv e pela massa de proteinas dos
extratos, foi feito o upload da matriz de dados (25 amostras x 400 features) no MetaboAnalyst,
no formato .csv, com as amostras (ndo pareadas) nas linhas. As 25 amostras foram divididas
em dois grupos: controle (metabdlitos das células ndo expostas ao GLYP-R), nomeadas de CO1
a C12 e GLYP-R (metabolitos de células expostas ao GLYP-R), nomeadas de RO1 a R13. Nao
foram detectados missing values (valores faltantes). Foi aplicado o filtro de dados IQR
(interquantile range), threshold de 10 %, com o objetivo de eliminar variaveis estatisticamente
insignificantes na modelagem dos dados. O método de escalamento que forneceu a melhor
distribui¢do normal foi o pareto scaling. Utilizando a ferramenta Random Forest, a amostra
CO01 foi identificada como potencial outlier e, entdo, removida do conjunto de dados. Em
seguida, estes foram novamente escalados (pareto scaling), fornecendo uma melhor
distribui¢do gaussiana, conforme orientam os fundadores da plataforma MetaboAnalyst (Chong;
Wishart; Xia, 2019). No APENDICE 1 — se encontram as figuras referentes a esses pré-

processamentos.

De acordo com o heatmap dos metabolitos untargeted (Figura A4), os maiores valores
de intensidade de pico foram associados a exposicdo das células ao GLYP-R, indicando
aumento da biossintese desses metabolitos em relagdo ao controle. Compostos de diversas
classes quimicas foram identificados nas amostras, com destaque para aminoacidos, acidos

graxos, alcoois, hidrocarbonetos, cetonas, aldeidos, aminas e amidas.

Para identificar os metabolitos com maior influéncia na diferenciacdo das amostras, foi

feita uma analise univariada por meio de Volcano plot (Figura 2.24). A exposi¢ao a GLYP-R
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induziu aumento significativo da intensidade de pico de 227 metabolitos (bolas azuis) e
diminui¢do da intensidade de 18 metabdlitos (bolas vermelhas). Alguns dos metabolitos que
apresentaram larga magnitude de mudanca com alta diferenca estatistica (maiores valores de —
log p e log FC) estdo destacados no grafico. Dentre eles, alguns aminoécidos, indicando que
esse grupo de biomoléculas influenciou significativamente a diferenga estatistica observada

entre amostras de células expostas e nao expostas.
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Figura 2.24 - Volcano plot dos 400 metabdlitos identificados nas amostras de células expostas e ndo expostas ao
GLYP-R. Fold change (FC) threshold: 2.0, p-value threshold: 0.05. O eixo y, log 10 (p-value), mede a diferenga
estatistica entre os dois grupos de amostras, enquanto o eixo x, log2 (FC), mede a magnitude da mudanga dos

valores entre os dois grupos.

Para confirmar e ampliar os resultados encontrados por meio da anélise univariada dos
dados, foi escolhido o método PCA para uma anélise exploratoria multivariada. A partir da
terceira PC, ndo houve grande diferenca na porcentagem de variancia explicada pelo modelo
(APENDICE 1 —). Assim, o modelo PCA final foi construido utilizando 3 PCs, que forneceram
66,5 % de variancia explicada. O modelo mostrou agrupamento dos scores ao longo de PC 1
(Figura 2.25a,b), mostrando clara separagdo entre os grupos de células expostas € ndo expostas
ao GLYP-R. Por meio dos loadings, foi possivel identificar quais varidveis (metabolitos)
estiveram relacionados aos agrupamentos observados. Os loadings da parte positiva de PC 1
foram associados as amostras de células expostas, enquanto os do eixo negativo de PC 1 foram
associados as amostras controle (Figura 2.25¢). Os metabolitos que discriminaram as amostras
de células expostas foram metilcisteina, N-acetil-L-metionina, metil estearato e acido linoleico.
J& o metabdlito com loading mais negativo, N-formil-L-metionina, foi responsavel pela
discriminacao das amostras controle. O modelo HCA mostrou agrupamento de todas as

amostras controle em um cluster e das amostras de GLYP-R no outro cluster (Figura 2.25d).
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Isso indicou similaridade quimica entre as amostras de cada grupo e diferenca estatistica nas

quantidades relativas de metabolitos entre os grupos.
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Considerando que eram conhecidas as amostras de cada grupo (controle e GLYP-R), foi
possivel aplicar um método supervisionado de classificacdo (PLS-DA) ao conjunto de dados.
Para a escolha do numero de variaveis latentes (LVs) do modelo, foi feita a validacao cruzada
leave-one-out (LOOCV). O melhor modelo apresentou 2 LVs e foi escolhido com base nos
maiores valores de 0% (0,87838) e R? (0,93851), parametros associados a capacidade preditiva
do modelo (Figura 2.26a) (Szymanska et al., 2012). Além disso, o modelo apresentou maxima
acurdcia (1,0), indicando 100 % de predicao (nenhuma amostra foi incorretamente classificada).
Para avaliar a ocorréncia de overfitting, foi feito o teste de permutagdes, com base na distancia
de separagdo (B/W), considerando 100 permutacdes. O resultado (Figura 2.26b) mostrou que a
distribuicdo B/W calculada a partir dos dados permutados foi estatisticamente diferente de B/'W
baseada nos dados originais (p < 0,01). Isso indicou que o modelo ndo apresentou overfitting.
O modelo construido com 2 LVs foi capaz de discriminar as amostras em dois grupos ao longo
de LV 1 (Figura 2.26c). Os VIP scores de LV 1 indicaram que as variaveis que influenciaram
a discriminacdo das amostras foram 5 metabolitos: metilcisteina, N-acetil-L-metionina, metil
estearato, acido linoleico e 3,4-MDB (Figura 2.26d). Esse resultado confirmou o PCA,
sugerindo que esses metabdlitos sdo candidatos a biomarcadores untargeted da exposi¢ao ao

GLYP-R.
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2.4.10 Modelo untargeted de potenciais biomarcadores

Utilizando o médulo Biomarker Analysis do MetaboAnalyst, foi feita a avaliagdo de um
modelo de potenciais biomarcadores com os metabolitos (de maiores VIP scores) de células
HDFa expostas e ndo expostas a GLYP-R. Foi feita uma analise por curvas ROC multivariadas.
Essa ferramenta constroi conjuntos de candidatos a biomarcadores (modelos), selecionados
com base nos parametros de desempenho de diagnostico (AUROC) e classificagdo
(sensibilidade e especificidade). As curvas ROC foram geradas por meio de validagdo cruzada
do tipo Monte-Carlo (MCCV), para evitar a possibilidade de overfitting. Em cada MCCV, 2/3

das amostras foram usadas na selecdo dos features mais importantes utilizando um método de
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classificacdo (PLS-DA, com 2 LVs) e 1/3 foi utilizado na valida¢ao do modelo. Esse processo
foi repetido varias vezes para o calculo de parametros de desempenho. A Figura 2.27a mostra
as curvas ROC baseadas no desempenho da validagdo cruzada para modelos com diferentes
quantidades de metabolitos. O melhor modelo escolhido pela MCCYV foi o de 10 features, no
entanto, percebe-se que o modelo com apenas 4 features também apresentou alto desempenho
de diagnostico (AUROC = 0,996). Utilizando a AUROC, foram calculadas as probabilidades
preditas de classificagdo para cada amostra (Figura 2.27b), usando o modelo de 4 potenciais
biomarcadores. Com base na matriz de confundimento (da validagdo cruzada), a sensibilidade
foi igual a 0,923 e a seletividade, 1,000, indicando que o modelo apresentou alto desempenho

na classificacdo das amostras.

Os quatro metabolitos selecionados pela analise ROC para compor o modelo de
potenciais biomarcadores de exposicdo ao GLYP-R estdo ilustrados na Figura 2.27c.
Destacaram-se os aminoacidos metilcisteina e a N-acetil-L-metionina, que foram escolhidos em
100 % das validagdes cruzadas, evidenciando sua importancia na discriminagdo das amostras.
A aplicagdo das curvas ROC aos dados confirmou que esses quatro metabolitos, indicados pelo
modelo PLS-DA, sdo potenciais biomarcadores. Considerando que o estudo foi realizado in
vitro, com uma linhagem especifica de células de pele, esses metabodlitos podem ser
considerados candidatos promissores a biomarcadores de exposi¢do ao GLYP-R. Entretanto,
para sua aplicagdo em testes clinicos, serdo necessarias etapas adicionais de validagdo,

envolvendo outras linhagens celulares, modelos animais e, por fim, seres humanos.
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Figura 2.27 - Modelo de potenciais biomarcadores untargeted de células HDFa expostas ao GLYP-R: a) curvas
ROC para modelos com diferentes quantidades de metabolitos, b) grafico de previsdo de classificacdo mostrando
que apenas uma amostra foi incorretamente classificada e c¢) os 4 metabdlitos do modelo de potenciais

biomarcadores. n(GLYP-R) = 13, n(controle) = 11.

2.4.11 Interpretacao biologica da analise untargeted

Para identificar as vias metabolicas mais importantes, foi feita uma analise utilizando
os mddulos Erichment Analysis e Pathway Analysis do site MetaboAnalyst. Para Erichment
Analysis, foi utilizada a biblioteca The Small Molecule Pathway Database (SMPDB), composta
por 99 conjuntos de metabdlitos baseados em vias metabolicas humanas. Esse tipo de analise ¢
baseado na ferramenta globaltest, que testa associagdes entre conjuntos de metabolitos para

estabelecer as vias metabolicas representativas (Goeman et al., 2004). Foi feito o upload dos
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25 metabolitos de maiores VIP scores do modelo PLS-DA no MetaboAnalyst, incluindo os 10

biomarcadores untargeted, que forneceram os resultados apresentados na Figura 2.28.
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Figura 2.28 - a) Redes de vias metabolicas associadas aos 25 metabodlitos de maiores VIP scores e (b, c) avias

mais importantes na diferenciacdo das amostras. O tamanho do circulo corresponde a contribuicdo da via e a cor

indica o p-valor.
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Diversas vias foram identificadas (Figura 2.28a), com maiores detalhes descritos no
APENDICE 1 —. Os resultados mostraram que o metabolismo de glutamato apresentou forte
interagdo com o metabolismo de aspartato, arginina e prolina, nicotinato e nicotinamida e ciclo
do 4cido citrico. O metabolismo de arginina e prolina mostrou a maior contribuicdo com a maior
significancia (menor p-valor), seguido do metabolismo de corpos cetonicos, de acido alfa-
linolénico/acido linoleico e da biossintese de espermidina/espermina (Figura 2.28b,c). Essas
duas primeiras vias citadas foram as mais importantes na diferenciagdo das amostras de células
expostas ¢ nio expostas ao GLYP-R e, consequentemente, na explicacdo do modelo de

potenciais biomarcadores.

No modulo Pathway Analysis, foi utilizada a biblioteca Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (KEGG), para Homo sapiens. A andalise confirmou os resultados do mddulo
Enrichment analysis, com o metabolismo de arginina/prolina como o mais importante para a
explicagdo biologica do conjunto de metabolitos significantes (Figura 2.29). A biossintese de
fenilalanina, tirosina e triptofano, assim como os metabolismos de acido linoleico e de
fenilalanina, também contribuiram para a explicacdio do efeito biolodgico causado pela

exposicao de células HDFa ao GLYP-R.
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Figura 2.29 - Resultado grafico da anélise feita no modulo Pathway impact analysis, com os 25 metabolitos de
maiores VIP scores. Método de visualizagdo: scatter plot (testing significant features); método de enrichment:
teste hipergeométrico; medida de topologia: relative-betweenness centrality; metaboloma de referéncia:

compostos da biblioteca de vias selecionada.
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Metilcisteina ¢ um aminoacido conhecido por atuar como agente protetor contra o
estresse oxidativo, que causa danos ao DNA (Rubino et al., 2011). O metabolismo de cisteina
estd associado a via de arginina e prolina através do intermediario espermina, que foi
identificado neste trabalho. O metabolismo de cisteina e metionina produz S-
adenosilmetioninamina, a partir de S-adenosil-L-metionina, pela enzima S-adenosilmetionina
descarboxilase. S-adenosilmetioninamina € entdo convertida a espermina, por intermédio da
enzima espermina sintase (KEGG, 2024c¢). No presente estudo, foi identificado um aumento de
metilcisteina (upregulation) nas células expostas ao GLYP-R (Figura 2.30). A formacao de
metilcisteina ja foi relacionada com o reparo da lesdo de O°-metilguanina do DNA em células
de fibroblastos humanos causada por compostos nitrogenados (Harris ef al., 1984). Esse tipo
de lesao do DNA também sugere a indugdo de mecanismos de carcinogénese pelo glifosato

(Hao et al., 2019; Mink et al., 2012; Roma et al., 2023).
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Figura 2.30 - Quantidades relativas de potenciais biomarcadores untargeted nas amostras; n(GLYP-R) = 13,

n(controle) = 12.

O segundo metabolito mais significativo, N-acetil-L-metionina, também ¢ um derivado
de AA conhecido por atuar na inibi¢do da produgdo de ROS (Kouno ef al., 2014) e apresentou
upregulation em células expostas ao GLYP-R. O metabdlito pode ser biossintetizado tanto por
degradacao de proteinas N-acetiladas, via hidrolases especificas, como por sintese direta a partir
do AA metionina, por meio de N-acetiltransferases especificas (HMBDB, 2024). Da mesma
forma que para cisteina, o metabolismo de metionina estd conectado a via de arginina e prolina
pelo intermediério espermina. Wang, Y. et al. (2023) identificaram N-acetil-L-metionina como
potencial biomarcador para o diagnostico da doenca de Alzheimer e de comprometimento
cognitivo leve. Alguns estudos ja associaram a exposi¢cao ao GLYP ao desenvolvimento de

doencas neurodegenerativas (Ignacio et al., 2024; Ren, J. et al., 2024; Winstone et al., 2022).
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O aumento da biossintese de N-acetil-L-metionina observado no presente estudo confirma que
esse metabolito também pode ser estudado como biomarcador de doencas neurodegenerativas

causadas pela exposi¢ao ao GLYP.

O metil estearato ¢ um éster metilico de acido graxo obtido a partir do acido estearico
que, por sua vez, ¢ produzido pela via de biossintese de acidos graxos, relacionada com o
metabolismo de lipideos. Essa via ¢ responsavel pela bioenergética celular e pela integridade
da membrana plasmatica. Com origem na acetil-CoA, a biossintese de 4cido estedrico ocorre
por uma série de etapas que termina na conversio do transportador de proteina estearoil-acil-
ACP a 4cido estedrico pela acdo da enzima graxa acil-ACP tioesterase A (KEGG, 2024d).
Ainda ndo ha trabalhos que investigaram a relagdo entre acido estearico (ou seus derivados) e
a exposi¢do de humanos ou animais ao GLYP-R. No entanto, ¢ importante destacar que esse
acido graxo ja foi associado ao desenvolvimento de doenga microvascular corondria, em estudo
envolvendo mulheres em estagio pés-menopausa, que apresentaram elevados niveis de acido
estedrico (Eve et al., 2021). O metabolito também foi identificado como potencial inibidor de
autofagia, disfuncdo intimamente relacionada a doenga de Parkinson. Além disso, associacdes
entre upregulation de é4cido estedrico e doenca renal cronica (Zhang, Z. H. ef al., 2016) e

obesidade morbida (Sansone ef al., 2016) ja foram relatadas.

O 4cido linoleico assume papel central no metabolismo de lipideos, pois forma acidos
graxos importantes, como o acido araquidonico, e estd presente em diversas outras vias
regulatorias (metabolismo do acido araquidonico, biossintese de acidos graxos insaturados,
ferroptose, necroptose, regulagdo de lipolise em adipocitos, sintese e secrecao de aldosterona,
etc.) (KEGG, 2024b). O 4cido linoleico ¢ metabolizado a acido araquidonico por meio dos
intermediarios y-linolenato e di-homo-y-linolenato. A maior quantidade de &cido linoleico nas
células expostas em relacao ao controle indica que houve upregulation de acido araquidonico
pela exposicao ao GLYP-R. Este acido ¢ conhecido por induzir estresse oxidativo pela alta
producdo de ROS na célula (Cheng et al., 2022). O composto ativa canais de calcio na
membrana celular, por meio de NOX2 (NADPH oxidase 2). O aumento da concentragdo de
Ca®" no citoplasma ativa CPLA2 (fosfolipase citosélica A2) que, na presenca de 4cido
araquidonico ativa LOX (araquidonato 15-lipoxigenase), gerando alta produg¢do de ROS. O
excesso de ROS aumenta a permeabilidade da membrana em um processo conhecido como

necroptose (necrose programada) (KEGG, 2024f). Conforme mostrou o ensaio de marcagao
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com PI, GLYP-R causou morte celular por necrose nas células de fibroblastos. A marcacao
com PI ndo ¢ suficiente para determinar que tipo de necrose (programada ou nao programada)
atua na cé¢lula sob estresse. Para isso, seria necessario um ensaio de inibidores farmacolégicos,
que bloqueiam ou atrasam apoptose, necroptose ou ferroptose, mas que ndo atuam sobre
necrose nao programada (Costigan; Hollville; Martin, 2023). Apesar disso, a upregulation de
acido linoleico, com consequente aumento da biossintese de acido araquidonico sugere que o

mecanismo de necroptose atuou no efeito de morte celular induzido pela exposicao ao herbicida.

2.4.12 Analises uni e multivariada dos metabdlitos targeted

Os AA foram quantificados nas mesmas amostras utilizadas na analise untargeted,
utilizando normaliza¢do por Norv nas curvas de calibragdo (Figura 2.31). A matriz de dados
(25 amostras x 21 analitos) foi analisada no MetaboAnalyst, utilizando os mesmos mddulos
descritos nos topicos 2.4.9 e 2.4.10. Foi identificado um total de 0,4 % de missing values, que
foram substituidos por 1/5 dos valores positivos minimos das variaveis correspondentes. O pré-

processamento mais adequado aos dados foi o range scaling.
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Figura 2.31 - Aminoécidos quantificados nas amostras.

n(GLYP-R) = 13, n(controle) = 12.



Capitulo 2 — Estudo de biomarcadores da exposicdo de fibroblastos de pele humana ao glifosato 78
(Roundup®), usando metabolomica untargeted ¢ targeted

Os AA quantificados apresentaram distribui¢ao variada dos valores de concentragao.
Nas amostras controle, Asp, Trp, Gly, Met, His e Lys foram os AA mais abundantes. Nas
amostras de células expostas a0 GLYP-R, os AA com maiores valores de concentracdo foram

Ala, Pro e Phe (Figura 2.32).

T class 4 class
L-Valine il Control
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L-Leucine
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L-Threonine 2
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L-Methionine
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L-Lysine
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L-Glutamic acid
L-Phenylalnine
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L-Proline
L-Asparagine
L-Tyrosine

Figura 2.32 - Heatmap dos AA quantificados em amostras de células expostas e ndo expostas ao GLYP-R.

Para identificar os AA significantes na discriminagdo das amostras, foi aplicado o
método PCA aos dados. Com 3 PCs, o modelo explicou 75,9 % da varidncia. Houve excelente
discriminacdo das amostras, com a formagdo de dois grupos em PC 2: células expostas ao
GLYP-R foram agrupadas no lado positivo e células ndo expostas, no lado negativo (Figura
2.33a,b). O grafico de loadings de PC 2 (Figura 2.33¢) mostrou que os metabdlitos responsaveis
por essa discriminagao foram Glu, GABA, Asn (loadings mais positivos), Cys e Val (loadings
mais negativos). Assim, Glu (principalmente), GABA e Asn foram os AA diretamente
associados ao grupo de células expostas, enquanto Cys (principalmente) e Val, os AA
associados ao grupo controle. O dendrograma obtido a partir do modelo HCA mostrou a

formacao de dois clusteres, um com todas as amostras controle e outro contendo todas as



Capitulo 2 — Estudo de biomarcadores da exposi¢do de fibroblastos de pele humana ao glifosato 79
(Roundup®), usando metabolomica untargeted ¢ targeted

amostras expostas a GLYP-R (Figura 2.33d). Esse resultado concordou com o perfeito

agrupamento das amostras observado em PCA.
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Figura 2.33 - Graficos de scores dos dados normalizados de concentragdo de AA nas amostras: a) PC 1 x PC2 e
b) PC 2 x PC 3. ¢) Grafico de loadings de PC 1 x PC 2. d) Dendrograma do modelo HCA, aplicando distancia

euclidiana e o algoritmo ward clustering.

Para a constru¢do do modelo PLS-DA, foram escolhidas 5 LVs (Figura 2.34a) com base
no menor valor de erro de classifica¢do (acuracia = 1,0) fornecido pela validacao cruzada por

LOOCV (R? = 0,98435, 0% = 0,94668). O teste de permutacdo nio indicou overfitting do



Capitulo 2 — Estudo de biomarcadores da exposicdo de fibroblastos de pele humana ao glifosato
(Roundup®), usando metabolomica untargeted ¢ targeted

110

modelo (Figura 2.34b), seja com 100 (p < 0,01) ou 1000 permutacdes (p = 0,009). O modelo
mostrou perfeita classificagdo das amostras, com a formagao de dois clusteres em LV 1 (Figura
2.34c). Os AA de maiores valores de VIP scores associados a essa varidvel latente foram Glu,
Cys e GABA (Figura 2.34d). Estes foram os AA de maior importancia para a discriminacao
observada em LV 1, confirmando o resultado obtido por PCA. Os resultados combinados de

PCA e PLS-DA indicaram que esses 3 AA sao potenciais biomarcadores.
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Figura 2.34 - a) LOOCYV aplicada aos dados normalizados de concentra¢do de AA nas amostras, indicando 5 LVs
como a melhor escolha para a construgao do modelo PLS-DA. b) Teste de permutacdo utilizando B/W com 1000

permutacdes. ¢) Grafico de scores de LV 1 x LV 2. d) Os 15 AA de maiores VIP scores em LV 1.

2.4.13 Modelo targeted de potenciais biomarcadores

Para avaliar o desempenho de AA como potenciais biomarcadores targeted, foi aplicado
o método de curvas ROC multivariadas aos AA quantificados de maiores valores de VIP score

(Figura 2.35). A anélise mostrou que o modelo com trés AA apresentou elevado desempenho
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de diagnostico (AUROC = 0,921), com altos valores de sensibilidade (1,000) e especificidade
(0,833). Por meio desses valores, foi definido o modelo de potenciais biomarcadores fargeted,
composto por Glu, Cys e GABA, com destaque para Glu (biomarcador mais importante do
modelo).
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Figura 2.35 - Graficos da analise ROC: (a) avaliagdo de desempenho do diagndstico com AUROC, (b)
desempenho de classificagdo de amostras ¢ (¢) importancia de cada AA no modelo de biomarcador targeted da

exposi¢ao ao GLYP-R. n(GLYP-R) = 13, n(controle) = 12.

2.4.14 Interpretacao biolégica da analise fargeted

Os resultados mostraram que a via mais importante neste estudo foi o metabolismo de
arginina/prolina, que esta interconectada com diversas outras vias envolvendo AA
(metabolismo de alanina, aspartato e glutamato, de D-aminoacidos, degradacdo de lisina,
metabolismo de cisteina/metionina/glicina/serina/treonina e do ciclo do 4cido citrico) (KEGG,
2024c). O AA L-4cido glutamico ou glutamato (Glu) ¢ conhecido pela sua forte influéncia na
regulacdao da produgdo excessiva de ROS (estresse oxidativo) e pela elevada conexdo do seu
metabolismo com as outras vias de AA. O principal agente intracelular protetor contra o estresse
oxidativo ¢ o tripeptideo glutationa (GSH). GSH reage com radicais livres ¢ H2O2, oxidando-
se a GSSG, em um processo reversivel. A upregulation da biossintese de GSH e a diminuicao
da razao GSH/GSSG sao indicativos de estresse oxidativo (Hayes; McLellan, 1999; Marrocco;
Altieri; Peluso, 2017). A biossintese de GSH tem como precursores Glu e L-cisteina (Cys), que
se convertem inicialmente em L-y-glutamilcisteina, pela acdo da subunidade catalitica de
glutamato-cisteina ligase (GCLC). Esse intermedidrio gera entdo GSH, por meio da glutationa
sintase (GSS). Embora Glu seja consumido na biossintese de GSH, ¢ também produzido no

catabolismo de GSH a acido mercaptarico (KEGG, 2024e). Essas evidéncias justificaram a
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upregulation de Glu nas células expostas a GLYP-R, no presente estudo (Figura 2.36),
confirmando o seu papel na protec¢ao das células contra os efeitos do estresse oxidativo (Zhang,
Q. et al., 2022). O consumo de Cys nesse processo ¢ na biossintese de metilcisteina (subtopico
2.4.11) justificou a diminui¢do desse AA nas amostras de células expostas, quando comparadas

ao controle.
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Figura 2.36 - Concentragdes de AA nas amostras; n(GLYP-R) = 13, n(controle) = 12.

GABA foi indicado como o terceiro mais importante AA no modelo de potenciais
biomarcadores targeted. Esse AA participa de diversas vias importantes do metabolismo celular.
GABA pode ser biossintetizado a partir de Glu por meio da enzima glutamato descarboxilase
(GAD), no metabolismo de alanina, aspartato e glutamato (KEGG, 2024a). Através de um
processo de duas etapas, GABA produz succinato como metabolito final, que entra no ciclo do
acido citrico. Esse AA também pode ser produzido a partir de Arg ou Pro, tendo ornitina como
intermediario comum, no metabolismo de arginina e prolina. O metabolismo de GABA também
produz acetil-CoA, em uma série de etapas reversiveis, responsavel por iniciar o ciclo do acido
citrico. Assim, esse AA exerce elevada importancia na manutencdo dos mecanismos
energéticos da célula. GABA ¢ tradicionalmente conhecido como inibidor de neurotransmissor
no sistema nervoso central (Roberts, 1974). Embora haja pouco conhecimento sobre a agao
desse AA em tecidos ndo neuronais, estudos ja confirmaram a sintese de GABA em pancreas,
estomago e testiculos, por exemplo (Gilon; Tappaz; Remacle, 1991; Tillakaratne et al., 1992).
Ito et al. (2007) mostraram a localizacao e a caracterizacdo de GAD em células de fibroblastos
de pele humana e de ratos. Os autores verificaram que GABA estimulou a sintese de acido

hialurénico e o aumento da protegao contra estresse oxidativo nas células. Essas evidéncias
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estdo de acordo com o presente estudo, que constatou o aumento de GABA nas células de

fibroblastos humanos expostas ao GLYP-R.

2.5 Conclusoes

Neste trabalho, foi desenvolvido um método GCxGC/Q-TOFMS para andlises
untargeted e targeted (AA) de metabolitos extraidos de fibroblastos expostos ao glifosato. O
método se mostrou abrangente na andlise de diversas classes de metabolitos, permitindo a
identificacdo de 400 compostos. A validacdo da andlise quantitativa de 21 AA apresentou
satisfatorios valores das figuras de mérito. Utilizando ensaios bioldgicos in vitro, foi mostrado
pela primeira vez que GLYP-R induz estresse oxidativo em células de fibroblastos de pele
humana, causando morte celular por necrose. Além disso, através da metabolomica, foi
proposto, também de forma inédita, um modelo de potenciais biomarcadores da exposicao
humana ao GLYP-R, formado por 7 metabdlitos (metilcisteina, N-acetil-L-metionina, metil
estearato, acido linoleico, L-acido glutdmico, L-cisteina e acido y-aminobutirico). Por meio da
analise de vias metabolicas, combinada com discussdo bioquimica, foi feita a interpretacdo dos
modos de acdo dos potenciais biomarcadores, demonstrando sua relagdo com diversas vias
importantes para o metabolismo energético e de manutencdo da vida celular. Este trabalho
trouxe importantes descobertas no ambito da toxicologia do GLYP, contribuindo para aumentar

as evidéncias do perigo da exposi¢cdo humana ao GLYP-R, com foco na exposi¢cao dérmica.
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CAPITULO 3. ANALISE DE VOCs ASSOCIADOS AO MATERIAL PARTICULADO
(PTS e MP2,5) EM BRUMADINHO, USANDO DI-SPME-GCxGC/Q-TOFMS

3.1 Introducio

Em 25 de janeiro de 2019, ocorreu um dos maiores desastres socioambientais da historia
do Brasil: o desastre de Brumadinho. O evento, que resultou no rompimento da Barragem I de
rejeitos de mineracdo — localizada no ribeirdo Ferro-Carvdo (também conhecido como
Corrego do Feijado) e sob a responsabilidade da empresa Vale — causou 270 vitimas, a maioria
trabalhadores da empresa. Além disso, o acidente liberou enorme quantidade de metais toxicos
na regido, contaminando o rio Paraopeba e afetando o solo, a 4gua e o ar no local e em areas
adjacentes (Polignano; Lemos, 2020). Por meio de processos de volatilizacao ou pela agao do
vento, a lama, que arrastou a vegetagdo, pode contribuir para a dispersdo de residuos de
agrotoxicos no ar, associados ao material particulado, bem como de diversos outros
contaminantes (VOCs/SVOC:s). Esses residuos presentes no ar de Brumadinho podem impactar
negativamente a salide dos moradores locais e das comunidades ao redor. Diante desse cenario,
tornou-se fundamental a realizacdo de uma andlise abrangente para identificar os tipos de

agrotoxicos e VOCs presentes na regido.

3.1.1 Agrotoxicos no ar atmosférico

Diversos estudos registraram a presenca de residuos de agrotoxicos no ar (Nascimento,
M. M.; Da Rocha; De Andrade, 2018). Guida et al. (2018) determinaram agrotoxicos
organoclorados (organochlorine pesticides, OCPs) e de uso corrente (current-use pesticides,
CUPs), como piretroides, em duas unidades de conservagao no estado do Rio de Janeiro/Brasil:
Parque Nacional do Itatiaia (~2400 m acima do nivel do mar) e Parque Nacional da Serra dos
Orgaos (~2200 m acima do nivel do mar), de 2013 a 2015. O segundo parque é cercado por
uma regido de intensa atividade agricola (70 % da producao agricola do RJ), com amplo uso de
agrotoxicos na producdo de alimentos e flores. A coleta dos agrotdxicos em fase gasosa foi

realizada por amostragem passiva atmosférica, com discos de espuma de poliuretano
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(polyurethane foam, PUF) e a determinacdo dos compostos ocorreu por GC/MS. O perfil de
contaminagdo foi semelhante para os dois parques nacionais, sendo que as mais altas
concentracdes foram de endosulfan (3202 pg m™), cipermetrina (881 pg m™) e clorpirifos
(270 pg m ). Segundo os autores, endosulfan é reportado como um dos mais abundantes OCPs
no ar. O Brasil adotou as diretrizes da Convencao de Estocolmo, proibindo o uso de endosulfan
desde 2014. As concentragdes encontradas para esse agrotoxico foram no minimo uma ordem
de grandeza acima das concentracdes encontradas em regides montanhosas norte-americanas,
europeias e asiaticas. Cipermetrina é o piretroide mais usado no Brasil e apresentou niveis
pouco inferiores aos encontrados em regides similares da Asia. Clorpirifos foi encontrado em
baixas concentracdes, similares as reportadas por estudos em regides remotas da Republica
Tcheca e da Irlanda. No entanto, houve aumento da concentragao desse agrotdxico no Parque
Nacional da Serra dos Orgaos ao longo da campanha de amostragem e em relagio a estudo feito
5 anos antes na mesma regido. Esse foi o primeiro estudo que determinou piretroides em regides

montanhosas brasileiras.

Outro trabalho brasileiro relevante determinou agrotoxicos em material particulado
respiravel, cujo didmetro aerodindmico ¢ menor ou igual a 2,5 um (MPy5s), utilizando
amostradores de grande volume (high-volume, Hi-Vol) com filtros de fibra de quartzo. O estudo
foi feito entre julho e outubro de 2010, em trés locais em torno da Baia de Todos os
Santos/Bahia: Ilha da Maré¢, Base Naval de Aratu e Ilha de Itaparica. Foram determinados 12
agrotoxicos, 8 dos quais sdo banidos internacionalmente. As concentracdes encontradas
variaram de 20,0 pg m~ (carbofuran) a 315 pg m (permetrina) (Nascimento, M. M.; Da Rocha;
De Andrade, 2017).

3.1.2 Amostradores de ar atmosférico

Os amostradores de grande volume (AGV) monitoram particulas com didmetro
aerodindmico de até 50 um, denominadas particulas totais em suspensdo (PTS), material
particulado inalavel com diametro aerodinamico menor ou igual a 10 pm (MP19) ou MP>s. As
coletas sdo comumente feitas com vazdo em torno de 1,1 m* min™!, por periodo maior ou menor
que 24 h (depende do nivel de concentracdo das particulas no ar), usando filtros de fibra de

quartzo ou de vidro (Figura 3.1a).



Capitulo 3 — Analise de VOCs associados ao material particulado (PTS e MP5) em Brumadinho, usando ] 76
DI-SPME-GCxGC/Q-TOFMS

Figura 3.1 - a) Amostrador AGV para monitoramento de PTS, MP> s ou MPjo. b e ¢) Amostrador ARA, modelo
N-FRM, para monitoramento de MP, s ou MPo. Fontes: ARA Instruments (USA) e ENERGETICA.

Os amostradores de médio volume (AMV) realizam a aspiragcdo do ar ambiente a uma
vazdo constante de 17,0 L min"! por uma entrada especialmente construida, onde o material
particulado suspenso ¢ inercialmente separado em uma ou mais fragdes de tamanho, dentro da
faixa de MP1p ou MP, 5. Cada fragdo ¢ entdo coletada em um filtro pré-selecionado de acordo
com a técnica analitica a ser empregada na caracterizagdo fisico-quimica das amostras. Para
analises de compostos organicos, sdo empregados filtros de fibra de quartzo, enquanto para
analises de compostos inorganicos, filtros de politetrafluoretileno (PTFE). O amostrador AMV
da marca ARA, modelo N-FRM (Figura 3.1b,c) é um equipamento portatil, que pode ser
operado com uso de bateria ou diretamente na energia, aplicado a coleta de cada fragdo do MP,
individualmente, permitindo, por meio de sensores adicionais, a medi¢cdo simultinea da
contagem de particulas e de dados meteoroldgicos. A contagem de particulas fornece um perfil
temporal do MP ao longo de 24 h, indicando os horarios de pico das concentracdes. O
amostrador atende a todos os requisitos e niveis de desempenho dos equipamentos certificados

pela agéncia de prote¢do ambiental U.S. EPA (Noble ef al., 2001).

3.1.3 Microextracio em fase solida

Uma das principais técnicas de extragdo utilizadas para analise de compostos organicos
em matrizes complexas € a microextracao em fase solida (solid phase microextraction, SPME),
desenvolvida por Arthur e Pawliszyn (1990). O principio da extra¢do por SPME se baseia no

equilibrio de particdo do analito entre a matriz da amostra ¢ a fase extratora. A fase extratora
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consiste em um revestimento polimérico, de comprimento e espessura especificos, suportado
em uma haste de silica fundida ou de aco inoxidavel. Esta haste ¢ protegida por um tubo oco
(agulha) de aco inoxidavel, o qual permite que a fibra seja exposta ou recolhida livremente. O
conjunto fibra e agulha formam o holder. O procedimento geral de uso das fibras de SPME
consiste em duas etapas: extragdo e dessor¢do. Na primeira etapa, a agulha ¢ introduzida no
frasco contendo a amostra e, em seguida, a fibra ¢ exposta por tempo suficiente para que seja
alcangado o equilibrio de sor¢do dos analitos. A exposicdo da fibra pode acontecer de dois
modos: imersao direta (direct immersion, DI) ou na fase gasosa acima da amostra (headspace,
HS). Atingido o equilibrio, a fibra € recolhida e o holder ¢ retirado do frasco. Na segunda etapa,
a agulha do holder ¢ inserida na entrada do injetor do cromatdgrafo a gas ou na interface
SPME/HPLC. A fibra ¢ entdo exposta por um tempo especifico, para que ocorra a dessor¢ao

dos analitos (Figura 3.2).

modo headspace (HS)
l

) 3
-
émbolo v * . * *
holder —
== _ - 1] — =
agulha —+ fibra—=|--| ] r—l -

amosra () @ @ @
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é furado extraidos \
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| [ 8
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com a fibra

o A fibra junto ao A fibra é OC°""ef'
holder é levada ao novamente dess.orgqo dos
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Figura 3.2 - [lustracdo do procedimento de extragdo por HS-SPME com dessor¢o no injetor de um cromatoégrafo

a gés. Fonte: Garcia ef al. (2021).
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Existem varios tipos de materiais usados como revestimento de fibras, sendo os
seguintes os mais usados comercialmente: PDMS (polydimethylsiloxane), carboxen/PDMS,
PDMS/DVB  (divinylbenzene), PA  (polyacrylate), PEG (polyethyleneglycol) e
DVB/carboxen/PDMS. A escolha adequada do tipo de revestimento da fibra ¢ fundamental para
o sucesso das analises e depende de fatores como a massa molar dos analitos, sua polaridade e
seus niveis de concentragdao na amostra. Outros revestimentos desenvolvidos recentemente
também tém sido usados, como liquidos i6nicos (poliméricos ou ndo poliméricos), materiais
carbondceos, polimeros de impressdo molecular, estruturas metalorganicas, metais, 6xidos
metalicos, polimeros condutores e silica modificada. Além da configuracdo em holder, outros
dispositivos de amostragem por SPME também tém sido usados, tais como o revestimento
interno de recipientes e externo de barras de agitagdo magnética, pedagos de tubos de PDMS e

filmes finos (Ouyang; Jiang, 2017).

As principais caracteristicas da SPME sdo pré-concentracdo e ndo dependéncia de
solvente organico. Além disso, a extragdo e pré-concentragdo ocorrem em uma etapa unica.
Outras vantagens sdo a seletividade, a reutilizag¢do das fibras e o pequeno volume de amostra,
o que reduz o efeito de matriz. A técnica SPME tem sido utilizada em diversos campos, como,
por exemplo, em analises ambientais, de drogas, alimentos, fragrancias e em estudos in vivo

(Menezes; Cardeal, 2011; Ouyang; Jiang, 2017; Pawliszyn, 2000; Xu, C.-H. et al., 2016).

3.2  Objetivos

3.2.1 Objetivo geral

Otimizar um método de varredura de agrotoxicos e VOCs em amostras de material

particulado, usando cromatografia a gés bidimensional abrangente.
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3.2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver um método de extracdo DI-SPME como preparo de amostras;

e C(oletar as fragdes MP>5 e PTS do material particulado da regido do desastre de
Brumadinho (2019), utilizando filtros de quartzo em amostradores de médio e grande
volumes;

e Pesquisar marcadores de poluicdo atmosférica, utilizando uma abordagem
quimiométrica;

e Discutir a toxicidade dos poluentes atmosféricos possivelmente encontrados.

3.3  Parte experimental

3.3.1 Suprimentos e equipamentos

Amostrador automatico, Agilent Technologies GC Sampler 80 (Santa Clara, EUA);
amostrador de grande volume PTS/CVV com kit de calibracdo, Energética (Rio de Janeiro,
Brasil); amostrador de médio volume N-FRM equipado com ciclone de separagdo para MP s,
Ara Instruments (Eugene, EUA); balanga analitica, Mettler Toledo MS205DU/A, (Columbus,
EUA); balanca analitica, Shimadzu modelo AUW220D, (Quioto, Japao); dessecador em
gabinete, Somar Dessec 10 (Rio de Janeiro, Brasil); fibras de DVB/CAR/PDMS, CAR/PDMS,
PA ¢ PDMS/DVB, Supelco Inc. (Bellefonte, EUA); filtro de fibra de quartzo retangulares
(20,3cm x 254 cm x 0,47 mm) para amostradores de grande volume, GE Whatman
(Buckinghamshire, Inglaterra); filtro de fibra de quartzo circulares (47 mm) para amostradores
de médio volume, GE Whatman (Buckinghamshire, Inglaterra); forno mufla, Quimis Q318M24
(Diadema, Brasil); frasco rosqueavel de 20 mL para SPME, Filtrilo (Colombo, Brasil); /iner
SPME 5190-4048, Agilent Technologies (Santa Clara, EUA); micropipeta de 10,0 a 100,0 pL,
Peguepet® (Sdo Paulo, Brasil); micropipeta de 100,0 a 1000,0 uL, Peguepet® (Sdo Paulo,
Brasil); purificador de 4gua Elga Veolia Purelab® Flex 3 (Paris, Franca).

3.3.2 Solventes e gases

Acetonitrila, grau HPLC/UV, J. T. Baker (New Jersey, EUA), Agua ultrapura
(Elga/Veolia, Paris, Franga), Detergente neutro Extran® MAO2, Sigma-Aldrich (St. Louis,
EUA), Gas hélio 99,999 %, Air Products (Belo Horizonte, Brasil).
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3.3.3 Amostragem

As amostras foram coletadas em filtros de quartzo, na regido de Brumadinho, em duas
campanhas. Os filtros foram previamente calcinados em forno mufla, a 450 °C por 4 h (Dos
Santos; Cardeal; Menezes, 2020; U.S. EPA, 1993). Esse pré-tratamento teve a funcao de
remover os contaminantes organicos e reduzir a umidade dos filtros. Estes foram entdo
armazenados em dessecador, contendo silica gel, durante um periodo de 24 h. Em seguida, a
massa dos filtros foi medida/registrada e estes foram envolvidos em papel aluminio,

identificados e armazenados em dessecador até o dia da coleta.

A primeira campanha ocorreu nos meses de setembro e outubro de 2021, em cinco
pontos de amostragem (C1-P1 a C1-P5). A segunda campanha foi realizada nos meses de abril
e maio de 2022, em dois pontos de amostragem (C2-P1 e C2-P2). Os prontos de amostragem

estdo apresentados na Tabela 3.1 e 0o mapa de amostragem, na Figura 3.3.
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Tabela 3.1 - Pontos de coleta das duas campanhas de amostragem.

Codigo Local de coleta Coordenadas geograficas
C1-P1 e C2-P1 GramVille Recepgodes —20.14885, —44.24770
C1-P2 Haras —20.21487,—-44.19170
C1-P3 Comunidade do Tejuco —20.14329, -44.15829
C1-P4 ETA Copasa —20.15708, —44.19869
C1-P5 Igreja Sao Sebastido —20.14318, -44.20012
C2-P2 Comunidade do Tejuco —20.14498, —44.15363

MiINA DO FOUDAD

PARA BELD
HORIZONTE

Figura 3.3 - Mapa destacando os pontos de coleta (em amarelo) e a regido da Mina do Feijao.

Os pontos de coleta foram definidos de acordo com as recomendacdes da Agéncia de
Protecdo Ambiental Norte-Americana (U.S. Environmental Protection Agency, U.S. EPA,
2007). Foram observados critérios que envolvessem fontes de emissdo especificas, como
avenidas e estradas, bem como a direcdo predominante dos ventos, a coeréncia com os locais
onde a populagdo exerce suas atividades e com a disponibilidade de energia elétrica para
alimentagdo dos amostradores. Desse modo, os locais de coleta em area urbana (C1-P1/C2-P1,
C1-P4 e C1-P5) abrangeram cerca de 85 % de area habitada, a direcdo predominante dos ventos,

a proximidade de fontes especificas, como veiculos e congéneres, area de rejeito e mineragao.
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As amostragens da primeira campanha ocorreram por sete dias consecutivos em cada
um dos pontos, utilizando-se AGV (vazdo média de 1,1 m® min!) para a coleta da fragdo PTS
e AMV (vazdo média de 17,0 L min™') para a coleta de MP 5 (Figura 3.4). No primeiro dia de
coleta, em cada ponto, foi feita uma calibracdo dos amostradores para garantir a linearidade da
taxa de vazao volumétrica do ar amostrado. Os filtros foram trocados a cada 24 h,
acondicionados em sacos plasticos herméticos e transportados em bolsa térmica refrigerada até
o laboratério do CRA/DQ-UFMG (Centro de Referéncia Ambiental do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais). Foram feitos brancos de campo e

instrumentais.

Figura 3.4 - a) Amostrador do tipo AGV utilizado nas campanhas de amostragem de PTS regido de Brumadinho.

b) Amostrador do tipo AMV utilizado nas campanhas de amostragem de MP» 5 na regido de Brumadinho.

Apos serem recebidos no CRA, os filtros foram mantidos em dessecador por 24 h. Apds
esse periodo, as massas dos filtros foram medidas e registradas. Em seguida, as amostras foram
armazenadas a —10 °C até o momento das analises por GCxGC, que ocorreram no laboratorio

169a da Rede Mineira de Cromatografia Avancada (RMCA/DQ-UFMG).

Na segunda campanha, a amostragem ocorreu por 15 dias consecutivos (24 h em cada
ponto), seguindo os mesmos pardmetros da primeira campanha. As duas campanhas tiveram

um ponto de amostragem em comum (C1-P1 e C2-P1). O segundo ponto da segunda campanha
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(C2-P2) também se situou na comunidade do Tejuco (regido proxima a barragem de rejeitos),
porém a 700 m de C1-P2. Nesses locais, além das emissdes veiculares e proximidade da
barragem, ainda se levou em consideracio a fonte de emissio por deposicdo seca’’ da atmosfera

(Machado et al., 2009).

3.3.4 Meétodo de microextracio em fase solida por imersao direta

Para otimizar a extracdo por SPME, foram testadas as fibras DVB/CAR/PDMS,
CAR/PDMS, PA e PDMS/DVB. Cada filtro contendo MP foi dividido em circulos de 6 mm de
didmetro, retirados de regides homogeneamente distribuidas na superficie do filtro. Os 6
circulos de cada amostra foram colocados em frasco de vidro transparente (20,0 mL) ao qual
foram adicionados 150,0 pL de acetonitrila e o volume completado para 20,0 mL com agua
ultrapura. Essa metodologia foi adaptada a partir dos trabalhos de dos Santos, Cardeal e
Menezes (2020) e de Valenzuela, Menezes e Cardeal (2019). A 4gua pura tem alta polaridade,
o que dificultaria a solubilizagdo dos compostos menos polares e, consequentemente, o
equilibrio de particido dos compostos entre o meio e a fibra de SPME. Por esta razdo, a
acetonitrila foi utilizada para modificar a polaridade do meio. Cada frasco conteve um tipo de
amostra. Os frascos foram colocados em autoinjetor acoplado ao sistema GCxGC. A extragao
DI-SPME ocorreu por 45 min, sob agitagdo de 250 rpm e aquecimento a 70 °C. Em seguida, a
fibra de SPME foi exposta no injetor por dois periodos de tempo, para a otimizag¢do da
dessorcao dos analitos: 7 € 3 min, ambos a 270 °C. Foi escolhido o periodo de exposi¢dao que

apresentou os melhores resultados de separagdo cromatografica.

3.3.5 Sistema cromatografico

A andlise untarget dos VOCs e agrotoxicos foi feita por GCxGC. O equipamento
utilizado foi 0 mesmo do CAPITULO 2. Foi utilizado o software GC Image (versio 2.9r2
GCxGC-HRMS) para aquisicdo e tratamento dos diagramas de cores (cromatogramas
bidimensionais). Utilizando a injecdo direta de uma mistura padrao dos agrotoxicos da Tabela
3.2, na concentracdo final de 500,0 pg L', foram testados dois periodos de modulagdo (Pu =
6 e 8 s), dois tempos de splitless (1 e 2 min) e dois tempos de exposicao da fibra no injetor (3 e

7 min).

20 Processo de remogdo de poluentes da atmosfera pela absor¢do no solo, sem ocorréncia de precipitagio.



Capitulo 3 — Analise de VOCs associados ao material particulado (PTS ¢ MP,5) em Brumadinho, usando ] 24
DI-SPME-GCxGC/Q-TOFMS

Tabela 3.2 - Nome comum, nimero CAS, féormula molecular, coeficiente de particdo octanol-agua (log Kow) €

solubilidade em agua de agrotoxicos selecionados (mais comumente usados no setor agricola).

Agrotoxico Numero CAS ﬁggﬁigr log Kow S;)él&l;liﬁ;d;&f;n
4,4-DDD* 72-54-8 Ci14H10Cl4 6,20 0,09
4,4-DDE* 72-55-9 C14HgCl4 7,00 0,04
Alacloro 15972-60-8 C14H20CINO2 3,52 240,0
Atrazina 1912-24-9 CsH14CINs 2,61 34,7
Carfentrazona E. 128639-02-1 Ci15H14CLF3N303 4,00 12,0
Clorpirifos 2921-88-2 CoH11CI3NO3PS 4,96 1,4
Cresoxim metilico 143390-89-0 Ci1sH19NOg4 4,10 2,0
Diazinona 333-41-5 C12H21N205PS 3,81 40,0
Dieldrin 60-57-1 C12HsClsO 3,70 0,2
Dissulfotom 298-04-4 CsHi90,PS3 4,02 25,0
Endossulfam 33213-65-9 C9oHsClsO3S 3,80 0,3
Endossulfam II 33213-65-9 CoHeCl6sO3S 3,80 0,3
Endrin 200-775-7 C12HsClsO 3,70 0,2
Fentiona 55-38-9 Ci10H1505PS2 4,09 2,0
Forato 298-02-2 C7H170,PS; 3,56 50,0
Fosmete 732-11-6 C11H12NO4PS» 2,80 25,0
Hexaconazol 413-050-7 C14H17C12N30 3,70 17,0
Lindano 58-89-9 CsHsCle 3,80 7,3
Metoxicloro 72-43-5 Ci6H15Cl1302 5,10 0,1
Napropamida 15299-99-7 Ci17H21NO2 3,40 73,0
Oxyfluorfem 42874-03-3 CisH11CIF3NOg4 4,70 0,1
Pirimifés-metilico 29232-93-7 C11H20N303PS 4,12 5,0
Procimidona 251-233-1 Ci13H11CL1aNO2 3,00 2,5
Procloraz 67747-09-5 C15H16C13N302 4,60 -
Propazina 139-40-2 CoH16CINs 2,93 8,6
Triazofos 24017-47-8 C12H16N303PS 3,50 35,0
Trifluralina 1582-09-8 Ci13Hi6F3N304 5,34 18,4
a-HCH* 58-89-9 CsHeCls 3,80 7,3
5-BHC* 58-89-9 CsHsCle 3,80 7,3

*Banido desde a década de 1980, porém com residuos ainda presentes no ambiente.

As condigdes otimizadas do método de separagdo estdo descritas na secdo 3.4.1 e a

Figura A9 mostra uma imagem do sistema cromatografico utilizado neste trabalho.

3.3.6 Identificacio dos compostos

Utilizando o método GCxGC otimizado, foi analisada uma mistura-padrao de alcanos

(C7 a C30), 100,0 ng L™, para a confirmacio da identificagio dos compostos, por meio de
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indice de retengao linear. O calculo dos indices de retengdo dos compostos foi feito conforme

descrito no subtopico 2.3.9.

3.3.7 Analise quimiométrica

Dois métodos de analise multivariada foram aplicados aos dados alinhados de
intensidade de pico cromatografico: um método nao supervisionado (PCA) e um método
supervisionado (PLS-DA). O tipo de pré-processamento escolhido foi a centralizagdo na média.
Os modelos foram construidos utilizando-se o software MATLAB R2023a em conjunto com

PLS Toolbox 9.2.1.

34 Resultados e discussao

3.4.1 Otimizaciao do método de separacio por GCxGC e do procedimento de extracio
por SPME

Os resultados da otimizacdo de Pwm estdo apresentados na Figura A10. Os diagramas
mostraram que Pv = 8 s proporcionou uma separagao um pouco mais eficiente (menor nimero
de caudas na segunda dimensao e baixa ocorréncia de coelui¢des). Dessa forma, foi escolhido

Pwm = 8 s para os testes subsequentes e na andlise de amostras reais.

O programa de aquecimento do forno foi baseado em modifica¢cdes do método de analise
targeted desenvolvido por Valenzuela, Menezes e Cardeal (2019), utilizando o mesmo jogo de
colunas dos outros trabalhos desta tese. A temperatura inicial de 80 °C foi mantida por 3 min,
aumentada para 280 °C (na taxa de 5 °C min '), permanecendo nessa temperatura por 2 min. O
gés de arraste utilizado foi He (1,0 mL min ). Foi escolhido Py = 8 s, com tempo de jato quente

!, a—80 °C. O tempo de splitless

(mantido fixo em 350 ms) e vazao de jato frio de 17,5 L min~
foi reduzido de 2 para 1 min, pois este permitiu menor ocorréncia de coeluigdes dos compostos.
O tempo de exposi¢ao da fibra de SPME no injetor também foi reduzido, de 7 min, proposto
por dos Santos, Cardeal e Menezes (2020), para 3 min. A linha de transferéncia operou a 290 °C
e a fonte de ions, a 200 °C. As condi¢des do quadrupolo e do detector foram as mesmas do

CAPITULO 2. O método otimizado foi aplicado na analise das amostras de PTS ¢ MP»s.
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Para escolher a melhor fibra para extragao de VOCs e agrotoxicos do MP foram testadas:
DVB/CAR/PDMS, CAR/PDMS, PA e PDMS/DVB. Os testes foram feitos seguindo o método
GCxGC aperfeicoado, utilizando a amostra H-Q-PTS-P5-3 da Campanha 1. Os cromatogramas

bidimensionais obtidos para cada teste estdo apresentados na Figura 3.5.
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oil b L] i
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Figura 3.5 - Diagramas de cores obtidos como resultados dos testes de escolha da fibra de SPME, utilizando a amostra H-Q-PTS-P5-3. (A) Fibra de DVB/CAR/PDMS. (B)
Fibra de PA. (C) Fibra de PDMS/DVB. (D) Fibra de CAR/PDMS. Néo foi observado efeito memoria, com base em cromatogramas de brancos das fibras.
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As fibras que apresentaram os melhores resultados de extracao (maior quantidade de
compostos detectados e que possibilitaram melhor separagdo cromatografica) foram
DVB/CAR/PDMS e PA. A fibra de DVB/CAR/PDMS foi escolhida para as andlises de
amostras reais de PTS e MP»s, pois sua fase apresenta polaridade intermediéria, o que ¢
importante para a separacdo das diversas classes quimicas das moléculas dos VOCs e
agrotoxicos. Na Figura A1l sao mostrados dois diagramas de amostras reais, um para PTS e

outro para MP»s.

3.4.2 Identificacio dos compostos

Os espectros de massas obtidos para os compostos foram comparados com os espectros
da biblioteca NIST 17. A tentativa de identificagdo foi feita por indices de retencdo da série
homologa de alcanos C7-C30, com o calculo dos indices de retengao de Kratz. Em seguida foi
feita a pesquisa dos indices calculados na literatura, considerando um fator de match da
biblioteca maior do que 750 e erro de indice de retencdo menor do que 5 % (em moddulo).
Utilizando essa metodologia, foram identificados 382 compostos nas campanhas de

amostragem 1 ¢ 2 (APENDICE 2 -).

A Figura 3.6 mostra que as analises ortogonais das amostras possibilitaram a
estruturacdo dos compostos em diversas classes no MP, tais como HPAs (hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos), hidrocarbonetos ndo aromadticos, ésteres, cetonas, aldeidos etc. No
APENDICE 2 —, encontram-se as tabelas que mostram os compostos identificados em todos os
pontos das campanhas de amostragem de MP. Esses compostos ndo foram encontrados nos

brancos de campo e do método de analise.
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Figura 3.6 - Diagrama de cores de amostras de MP. (A) H-Q-PTS-P2-1 (Campanha 1). (B) A-Q-PM2,5-P2-8

(Campanha 2) mostrando as principais classes de compostos identificados.

Os compostos identificados foram separados em dois grupos: compostos organicos
volateis biogénicos (BVOCs) e compostos organicos volateis antropogénicos (AVOCs). Os
BVOCs sao emitidos a partir de fontes naturais, como atividades vulcanicas, vegetacao, solo
(pela acdo de microrganismos) e queima de biomassa (incéndios florestais ndo intencionais).
Os AVOCs sao emitidos principalmente na queima de combustiveis fosseis e pelas industrias

de processamento do petroleo (Manahan, 2001; Steinbrecher et al., 2009).

Os valores mostraram que, para os pontos da campanha 1, aproximadamente metade
dos compostos sdo de origem antropogénica e metade, biogénica (Figura 3.7). Os pontos de
amostragem da campanha 1 que apresentaram maior quantidade de AVOCs foram P3 (58 %) e

P5 (56 %).
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Figura 3.7 - Distribui¢do dos VOCs por ponto de amostragem da campanha 1.

BvVOC
55%

A Figura 3.8 mostra que houve predomindncia dos AVOCs nos dois pontos de

amostragem da campanha 2, com destaque para o ponto P1 (71 %).

C2-P1 C2-P2

BvVOC
29% BvOC
34%

Figura 3.8 - Distribui¢do dos VOCs por ponto de amostragem da campanha 2.

AVOC

AVOC 66%

71%

Dentre os AVOCs e agrotoxicos identificados, os seguintes compostos mereceram
aten¢do especial, devido a sua elevada toxicidade para humanos: antraceno; benzo[a]antraceno;
criseno; 9H-fluoren-9-ona; 9,10-antracenediona; diazinon; lindano; pentaclorobenzeno; 2,4-di-
tert-butilfenol e tolueno. A Tabela 3.3 mostra a distribuicao desses compostos por ponto de

amostragem e por tipo de filtro amostrado.



Capitulo 3 — Analise de VOCs associados ao material particulado (PTS e MP,5) em Brumadinho, usando

DI-SPME-GCxGC/Q-TOFMS 131

Tabela 3.3 - Compostos de elevada toxicidade para humanos e sua distribui¢do por pontos de amostragem.

Composto Campanha 1 Campanha 2
— N et wv | — ™
2 8 &8 8 8] 8 8
= = & ¢ g| g =
£ & £ & & & &
2,4-di-tert-butilfenol ©®
9,10-antracenediona ] L]
9H-fluoren-9-ona O O O O | ®
Antraceno O O O O O ®
Benzo[a]antraceno ©)
Criseno L]
Diazinon ®
Lindano -] -]
Pentaclorobenzeno ©
Tolueno L1 [
LEGENDA:

(® = encontrado em PTS
& = encontrado em MP3 s
[-] = encontrado em PTS ¢ MP, 5

Antraceno, benzo[a]antraceno e criseno s3o HPAs. Esses compostos sdo formados na
combustdo incompleta de matéria organica e emitidos principalmente a partir da queima de
combustiveis fosseis e de atividades industriais (Buczynska et al., 2013). HPAs sao produzidos
também a partir de fontes naturais, como erupgdes vulcanicas e incéndios florestais nao
intencionais, porém estas sao contribui¢cdes de menor importancia para a polui¢do atmosférica
(Srogi, 2007). 9H-fluoren-9-ona e 9,10-antracenediona sdao derivados de HPAs conhecidos
como oxi-HPAs (HPAs oxigenados), que sdo formados na atmosfera através de reagdes de
HPAs com radicais hidroxila, nitrato, dentre outros e 0zonio ou pela foto-oxidagdo de HPAs
(Andreou; Rapsomanikis, 2009). Tanto os HPAs como os oxi-HPAs acima citados apresentam

potencial atividade carcinogénica/mutagénica para humanos (Pedersen et al., 2004).

O tolueno ¢ um solvente aromdtico altamente téxico, presente em combustiveis
automotivos ¢ de aviacdo. Também ¢ utilizado na fabricagdo de tintas, esmaltes, borracha,

curtimento de couro e em varias aplicagdes industriais (Pubchem, 2022).

r

Lindano ¢ um agrotdxico organoclorado, um poluente organico persistente (POP)
largamente usado em frutas, vegetais e culturas florestais. A exposi¢ao por inalacao desse

composto causa severa irritagdo, anemia, afeta o figado e os sistemas nervoso, cardiovascular
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e imunolégico (Pubchem, 2022). Esse composto ¢ classificado como carcinogénico para
humanos (Grupo 1) pela International Agency for Research on Cancer (IARC) (Loomis et al.,

2015).

Outro POP identificado foi o pentaclorobenzeno (PeCB), um poluente organoclorado
que, assim como o lindano, teve sua producao e utilizagdo banidas em 2009 pela Convencao de
Estocolmo sobre Poluentes Organicos Persistentes. O PeCB era adicionado as bifenilas
policloradas (PCBs: polychlorinated biphenyls), como redutor de viscosidade. Dessa forma,
enormes quantidades de PeCB sdo encontradas em equipamentos eletronicos antigos. Outra
fonte de liberagdo significativa do composto no meio ambiente sdo as misturas de agrotoxicos

organoclorados que contém PeCB como componente (Madaj; Sobiecka; Kalinowska, 2018).

O composto 2,4-di-tert-butilfenol também ¢ um POP, um alquil fenol produzido em
atividades industriais ¢ amplamente utilizado como agrotéxico. Pode ser encontrado em
lixiviados, efluentes agricolas, na dgua ¢ em sedimentos. Estudos relataram o efeito de
desregulacdo endocrina apresentado pelos alquil fendis, responsaveis por danos ao figado, aos

rins, olhos e musculos (Aziz; Agamuthu; Fauziah, 2018).

3.4.3 Analise quimiométrica das amostras ambientais coletadas em Brumadinho

Meétodos quimiométricos, como PCA e PLS-DA, sdo ferramentas muito utilizadas na
identificagdo de compostos responsaveis pela discriminacdo de amostras. A aplicacdo desses
métodos aos dados de MP2s e PTS possibilitaram a descoberta de marcadores de polui¢dao

atmosférica. Estes, por sua vez, podem ser aplicados em estudos de toxicologia ambiental.

Modelos quimiométricos foram construidos para trés conjuntos de dados: amostras das
campanhas 1 e 2 juntas (C1 + C2), apenas da campanha 1 (C1) e apenas da campanha 2 (C2).
O método PCA foi aplicado ao conjunto C1 + C2 como andlise exploratéria dos dados, com o
objetivo de verificar se houve diferenga estatistica entre as amostras das duas campanhas. Como
foi observada perfeita separacdo das amostras em dois grupos (C1 e C2), foi feita a construcao
de modelos PCA e PLS-DA com os dados de C1 e C2, separadamente. Essa abordagem
direcionada permitiu identificar compostos que diferenciaram as amostras de PTS e MP2 s em
cada uma das duas campanhas. Esses compostos podem funcionar como marcadores da

poluicdo associada a cada um dos tipos de MP. Além disso, como C1 ocorreu no final do
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periodo seco de 2021 e C2, no inicio do periodo seco de 2022, os marcadores encontrados

podem sinalizar polui¢do sazonal por MP.

Os dados utilizados na constru¢do dos modelos foram as intensidades de pico
cromatografico dos compostos identificados nas amostras. Os cromatogramas bidimensionais
foram adquiridos e processados no software GC Image (versao 2.9r1 GCxGC). Foi feita
inicialmente a corre¢do de linha de base de todos os diagramas usando os seguintes parametros:
MS data channel = median-mean, deadband datapoints = 5, distribution = 7, filter windown
size =7 e stride per modulation cycle = 1. Em seguida, todos os diagramas foram alinhados
pelos espectros de massas e pelos tempos de retencio !tr e *r, com Altg %RSD < 3,03 % e
A’tr %RSD < 4,84 %. Um total de 268 compostos alinhados (comuns a todos os pontos de
amostragem das duas campanhas) foi usado na constru¢do dos modelos quimiométricos; nesse
conjunto, foram identificados 1,38 % de dados faltantes. A utilizagdo dos 382 compostos totais
identificados nas amostras implicaria em um elevado nimero de dados faltantes, o que

prejudicaria a qualidade dos modelos.

Os trés conjuntos de dados foram analisados no software MATLAB em conjunto com a
ferramenta PLS Toolbox. Os valores faltantes foram substituidos pela média da linha da
respectiva amostra e o tipo de pré-processamento escolhido para todos os conjuntos foi a
centralizagdo na média. Para os modelos PLS-DA, a selecdo dos subconjuntos de calibragao e
validacao foi feita por meio do algoritmo Kennard-Stone, que selecionou 2/3 das amostras para
o conjunto de calibragdo e 1/3 para o de validagdo. O tipo de validagdo cruzada utilizado foi o

venetian blinds (com 10 divisdes).

3.4.3.1 Modelo PCA das amostras de MP coletadas nas campanhas 1 e 2 (C1 + C2)

Inicialmente, foi construido um modelo PCA com os dados de todas as amostras
coletadas nas campanhas, organizados na matriz 145 amostras x 268 compostos. O modelo foi
construido com 3 PCs, conforme indicou a andlise do grafico de autovalores. O modelo explicou
62,96 % da variancia e a PC 2 foi responsavel pela discriminagdo das amostras em dois grupos:
amostras de C1 no lado negativo e amostras de C2 no lado positivo (Figura A12). A andlise dos
loadings de PC 2 permitiu relacionar os compostos difenil sulfona e 2-
(metilmercapto)benzotiazol (loadings mais negativos) & Campanha 1 e 2-hexil-1-decanol e

hexadecanonitrila (loadings mais positivos) a Campanha 2.
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3.4.3.2 Analise quimiométrica das amostras de MP coletadas na campanha 1 (C1)

Foram escolhidas duas componentes principais para o modelo PCA aplicado a matriz
de dados C1 (80 amostras x 268 compostos), de acordo com o grafico de eigenvalues (Figura
3.9a). O modelo foi capaz de explicar 58,84 % da variancia. Analisando o grafico de residuos QO
x Hotelling 72, foi possivel detectar algumas amostras com elevados valores de residuos O e
Hotelling 7? (rotuladas na Figura 3.9b). Essas amostras foram consideradas como outliers e
retiradas do modelo. De acordo com o grafico de scores (Figura 3.9c), houve separagdo entre
as amostras de MP>s e de PTS ao longo de PC 1, que explicou 50,01 % da variancia. As
amostras de MP 5 se situaram na parte positiva de PC 1, com uma alta dispersdo observada. As
amostras de PTS se localizaram na parte negativa de PC 1 e mostraram valores de scores mais
proximos. A dispersdo observada em MP 5 indicou que as amostras sdo diferentes entre si,
mesmo pertencentes a0 mesmo tipo de MP, sugerindo uma composi¢do quimica heterogénea.
Os scores mais proximos em PTS indicaram maior similaridade quimica entre as amostras dessa
fracdo de MP do que entre as de MP» 5. A PC 2 separou as amostras de PTS no lado negativo.
No lado positivo de PC 2, situou-se um subgrupo das amostras de MP» s formado pelas amostras

dos pontos P4 e P5.
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Figura 3.9 - Modelo PCA construido com os dados do conjunto C1 centrados na média (n = 80): a) autovalores
em fun¢do do nimero de componentes principais, b) amostras anémalas (outliers) indicadas por valores elevados

de residuos Q e Hotelling 72, ¢) scores de PC 1 x PC 2 e d) loadings de PC 1 x PC 2.

Os loadings responsaveis pela discriminagdao observada tanto em PC 1 como em PC 2
estdo destacados na Figura 3.9d. O /oading mais positivo de PC 1 foi associado ao composto
responsavel pela separacdo das amostras de MP>s: o 2-(metilmercapto)benzotiazol. Esse
resultado estd de acordo com o apresentado no modelo PCA do subtopico anterior, em que 2-
(metilmercapto)benzotiazol separou as amostras de C1. Analisando os /oadings de PC 2, di-
isobutil ftalato e acido octadecanoico (os loadings mais negativos) foram os compostos

responsaveis pela separagao de PTS.

Para a constru¢do do modelo PLS-DA, as amostras de C1 foram divididas em 40
amostras de MP, 5 € 40 de PTS. Com base no menor erro de classificacdo da validacao cruzada,

foram escolhidas 2 LVs para a constru¢ao do modelo. O modelo de regressao explicou 93,92 %



Capitulo 3 — Analise de VOCs associados ao material particulado (PTS e MP,5) em Brumadinho, usando
DI-SPME-GCxGC/Q-TOFMS 136

da variancia em Y, 58,91 % da variancia em X e adequada capacidade preditiva (R? = 0,9347).
A informacao contida em LV 1 foi responsavel pela distingdo entre amostras de MPs,
classificadas no lado positivo, e PTS, no lado negativo (Figura 3.10a). Nenhuma amostra foi
incorretamente classificada (Figura 3.10b), o que forneceu sensibilidade e especificidade iguais
a 1,000 para os subconjuntos de calibracao e validagdo cruzada de cada classe. Através dos
vetores informativos (vetores de regressdao e VIP scores), foi possivel indicar os compostos
responsaveis pela discrimina¢ao observada. Os compostos que caracterizaram a classe MP s
(vetores de regressdao mais positivos) foram o 2-(metilmercapto)benzotiazol, o 1,4-
dimetilnaftaleno e a (Z)-9-octadecenamida. A di-hidrojasmona (vetor de regressdo mais
negativo) caracterizou a classe PTS (Figura 3.10c). Os compostos com maiores VIP scores, 2-
(metilmercapto)benzotiazol e 1,4-dimetilnaftaleno, foram os mais importantes na
discriminacao das amostras entre MP> s e PTS (Figura 3.10d). Associando esses resultados com
aquele do PCA do subtopico anterior, ¢ possivel afirmar que um composto associado ao MP» s,

o 2-(metilmercapto)benzotiazol), caracterizou a Campanha 1.
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Figura 3.10 - Modelo PLS-DA construido com os dados do conjunto C1 centrados na média (nmp2s = 40,

nprs = 40): a) scores de LV 1 x LV 2 com as elipses de confianca delimitando as classes MP, 5 e PTS (limite de

confianca de 95 %), b) valores do limite de discriminagdo das classes (linha pontilhada vermelha) e de Y predito

para os subconjuntos de calibrac¢do e validagdo, ¢) vetores de regressdo e d) VIP scores.

Para avaliar se o modelo PLS-DA apresentou overfitting, foi aplicado o teste de

permutacdo aos dados, considerando 50 permutacdes, avaliado por meio de trés testes

estatisticos (Wilcoxon, Sign e teste-¢f randomizado). Os resultados (Tabela A11) mostraram que

o modelo ndo apresentou sobreajuste, pois os residuos dos dados permutados foram

significativamente diferentes dos residuos dos dados ndo permutados (p < 0,05). Além disso,

os graficos de soma quadratica (sum squared, SSQ) do bloco Y (Figura A13) mostraram que

os dados nao permutados (a direita) estiveram suficientemente distantes dos dados permutados

(a esquerda), confirmando que o modelo nao foi sobreajustado.
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De acordo com as curvas ROC (Figura A14), o modelo apresentou alto desempenho de
classificagdo das amostras de MP> s e PTS (AUROC = 1,0000 para as duas classes). Assim, foi
possivel sugerir alguns marcadores de polui¢cdo atmosférica por MP em C1, com base nos VIP
scores: 2-(metilmercapto)benzotiazol, 1,4-dimetilnaftaleno, (Z)-9-octadecenamida (MP>ys) e
di-hidrojasmona (PTS). 1,4-dimetilnaftaleno pode ser classificado apenas como marcador de
polui¢ao por MP> s € ndo como marcador de poluigdo por estacdo do ano, pois esse composto
também foi marcador de MP> s em C2. Assim, os marcadores que caracterizaram a polui¢ao por
MP relacionada ao final de periodo seco foram 2-(metilmercapto)benzotiazol, (Z)-9-

octadecenamida e di-hidrojasmona.

3.4.3.3 Anadlise quimiométrica das amostras de MP coletadas na campanha 2 (C2)

O modelo PCA para a matriz de dados C2 (65 amostras x 268 compostos) foi construido
com 3 PCs, que explicaram 70,64 % da variancia. As amostras de MP; 5 foram separadas, em

sua maioria, na parte positiva de PC 1 (Figura 3.11a).
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Figura 3.11 - Modelo PCA construido com os dados do conjunto C2 centrados na média (n = 65): a) scores de

PC 1 x PC 2 (quadrante amarelo: amostras MP2,5-P2) e de b) PC 1 x PC 3 (quadrante amarelo: amostras PTS-

P2), ¢) loadings de PC 1, d) PC 2 e ¢) PC 3.
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A maior parte das amostras de PTS se situaram no lado negativo de PC 1, com apenas
trés amostras separadas no lado positivo da PC (Figura 3.11a). Assim, PC 1 foi responsavel
pela discriminagao das amostras de MP> s e PTS. A segunda componente mais importante, em
termos de variancia, PC 2, separou o subconjunto de amostras MP>5-P2 no lado negativo
(Figura 3.11a) e a maior parte das amostras de PTS no lado positivo. Embora de menor
importancia em termos de variancia, PC 3 separou algumas amostras PTS-P2 no lado positivo
(Figura 3.11b) e o restante (a maioria) das amostras de PTS no lado negativo. Os compostos
que influenciaram a separagdo de MP 5 (loadings mais positivos de PC 1) foram carvona, 1,4-
dimetilnaftaleno, 8,14-cedrandxido e 9-fluorenona (Figura 3.11c). J& os compostos que
influenciaram a discriminagdo da maioria das amostras de PTS (loadings mais negativos de PC
1 e de PC 3) foram dodecanal, profluralina, dodecilciclohexano e 1,2-dihidroxiantraquinona
(Figura 3.11c,e). O ponto P2 se destacou na separacdo das amostras, como mostraram os
graficos de scores (quadrantes amarelos na Figura 3.11a,b). Os compostos associados a essa
separacao foram carvona, 9-fluorenona, 1-metilantraceno e 8,14-cedranoxido para MP»s
(Figura 3.11d) e dodecanal, butiletilhexilftalato e profluralina para PTS (Figura 3.11e). Os
compostos hexadecanotrila e 9-10 antracenodiona (loadings mais positivos de PC 2) também
foram relacionados ao PTS (Figura 3.11d). Esse resultado confirmou o modelo PCA do
subtopico 3.4.3.1, que indicou o composto hexadecanotrila como o responsavel pela separagao
das amostras de C2. Os resultados em conjunto mostraram que um composto associado ao PTS
(hexadecanotrila) caracterizou a Campanha 2. Alguns dos compostos acima também
influenciaram a separagdo global dos conjuntos MP>s e PTS. A Figura 3.12 mostra os

compostos responsaveis pela separagdo de amostras pertencentes exclusivamente ao ponto P2.
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Figura 3.12 - Diagramas de Venn mostrando os compostos responsaveis pela separag@o das amostras de MP, s (@)

¢ PTS (@) do ponto P2 (intersegdes), bem como os compostos responsaveis pela discriminagdo global de amostras

de MP> 5 (.) e PTS ( )

Para a constru¢do do modelo PLS-DA, as 65 amostras foram divididas em 32 amostras

para a classe MP2 5 e 33 amostras para a classe PTS. O modelo construido com 4 LVs foi capaz

de explicar 97,40 % da varidncia em Y e 70,77 % da variancia em X. As classes foram

adequadamente modeladas, com todas as amostras do conjunto de calibragdo corretamente

classificadas. Apenas uma amostra de MP>5 do conjunto de validagdao foi incorretamente

classificada (Figura 3.13a).
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Figura 3.13 - Modelo PLS-DA construido com os dados do conjunto C2 centrados na média (nmp2s = 32,
nprs = 33): a) valores do limite de discriminagdo das classes (linha pontilhada vermelha) e de Y predito para os

subconjuntos de calibragéo e validagdo, b) vetores de regressao e c) VIP scores.

O modelo apresentou excelentes valores de sensibilidade e especificidade (Tabela A12),
além de previsdo adequada (R> = 0,9167). Os compostos que caracterizaram a classe MP2s
(vetores de regressdo mais positivos) foram 1,4-dimetilnaftaleno e etil decanoato. O composto
que caracterizou PTS (vetor de regressao mais negativo) foi 1,2-dihidroxiantraquinona (Figura
3.13b). De acordo com o grafico de VIP scores (Figura 3.13c), esses dois compostos também
foram os mais importantes (maiores VIP scores) na classificacdo das amostras. O modelo ndo
apresentou sobreajuste, de acordo com o teste de permutagdes (rn = 50), cujo resultado grafico
estd mostrado na Figura A15. Os testes estatisticos (Wilcoxon, Sign e teste-# randomizado)
também nao mostraram sobreajuste (p < 0,05). Também foi observado alto desempenho de

classificagcdo, de acordo com a andlise das curvas ROC (Figura A16). Assim, os marcadores
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que caracterizaram a polui¢do por MP relacionada ao inicio de periodo seco foram etil

decanoato (por MP»5) e 1,2-dihidroxiantraquinona (por PTS).

3.4.4 Marcadores de poluicio atmosférica

Os modelos quimiométricos mostraram que o MP apresentou diversos compostos
candidatos a marcadores de poluicao atmosférica. Como o método PLS-DA ¢ supervisionado,
os compostos destacados por ele foram selecionados como potenciais marcadores. Os
marcadores que caracterizaram o final de periodo seco (Cl) foram: 2-
(metilmercapto)benzotiazol (MTBT), (Z£)-9-octadecenamida (relacionados ao MP»s) e di-
hidrojasmona (relacionado ao PTS). O MTBT, um AVOC, ¢ proveniente de metil tioéter do 2-
mercaptobenzotiazol (MBT), o qual ¢ um composto carcinogénico para humanos. Os
benzotiazdis sdo utilizados, principalmente, na industria farmacéutica, de inibidores de corrosao
e de detergentes. Sao considerados poluentes emergentes e ja foram encontrados em material
particulado proveniente de pneus de carros e em efluentes (Salinas et al., 2017). A identificacao
de MTBT em MP>s pode ter origem em provaveis reacdes de MBT na atmosfera. MTBT ¢
irritante para pele, olhos e sistema respiratorio, e sua deteccdo esta associada a presenga de
MBT no ar, cujas consequéncias para a saude humana sdo severas. Além de carcinogénico,

MBT ¢ alergénico (PubChem, 2024).

A (2)-9-octadecenamida (ou oleamida) ¢ uma alquilamida derivada do 4cido oleico. E
um metabolito (BVOC) encontrado em humanos, animais e plantas. Em mamiferos, a oleamida
¢ sintetizada nos neurdnios e atua principalmente como agente indutor do sono. Essa
alquilamida também ¢ largamente utilizada como aditivo em polimeros lubrificantes (AVOC).
Estudos demonstraram a migragao desse composto a partir de embalagens plasticas, recipientes
indicados para uso em micro-ondas, mamadeiras, fraldas, seringas medicinais, garrafas de
bebidas e produtos eletronicos (He, Y. J. ef al., 2021; Naumoska et al., 2020; Tang et al., 2022).
Danos para a saide de animais maritimos, como o caranguejo Pagurus bernhardus, ja foram
associados a contaminagdo por oleamida de plasticos (Greenshields; Schirrmacher; Hardege,
2021) e potenciais riscos para peixes também ja foram investigados (Chen et al., 2024). Os
estudos sobre a toxicidade desse composto indicam potenciais danos para a saude humana e
ambiental, mas sdo insuficientes para o estabelecimento de limites de uso (Tang et al., 2022;

Tuersuntuoheti ef al., 2022).
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A di-hidrojasmona ¢ um monoterpeno (BVOC) que pode ser obtido através das flores
de Carissa spinarum L. (Ansari; Patil, 2018). Ela também pode ser obtida através de sintese
organica, a partir de 1,4-dicarbonil cetonas ou n-octanol (Zope; Patnekar; Kanetkar, 2007). Di-
hidrojasmona ¢ utilizada em substitui¢do a jasmona (responsavel pelo odor das flores de jasmim)
na industria de perfumes. Nao ha registros de toxicidade desse composto na literatura e sua
presenca nas amostras € justificavel pelas regides de mata proximas aos pontos de amostragem,

especialmente em C1-P2.

Os marcadores que caracterizaram o inicio do periodo seco (C2) foram: etil decanoato
(MP>5) e 1,2-dihidroxiantraquinona (PTS). Etil decanoato (ED) ¢ um éster do 4cido decanoico,
de ocorréncia natural e artificial (B/ACOV), utilizado nas industrias de perfumaria e biodiesel.
De acordo com a literatura, ndo ha indicios de toxicidade do composto para humanos, estando
presente nas formulagdes cosméticas em concentragdes inferiores a 7,2 % (Api et al., 2022;

Lamba; Sarkar; Kumar, 2018).

A 1,2-dihidroxiantraquinona (1,2-dhATQ) ¢ um oxi-HPA (AVOC) obtido a partir da
foto-oxidagdo do antraceno (Tripuranthakam et al., 1999) ou naturalmente (BVOC), a partir de
plantas como Rubia cordifolia L. e Cassia obtusifolia (Kaur et al., 2010; Sung et al., 2004). E
um composto utilizado como pigmento na induastria de cosméticos (PubChem, 2024) e tem
promissor uso como sonda fluorescente em ensaios bioldgicos de deteccio de ions Co**
(Mohandoss; Stalin, 2017) e em exames de imagem do figado (Schuhmacher; Maler-Borst;
Wellman, 1980). As quinonas t€ém comportamento controverso quanto a sua toxicidade. Esses
compostos sdao considerados mutagénicos e potencialmente carcinogénicos quando
provenientes de polui¢do ambiental, mas também funcionam como drogas anticAncer em uma
abordagem terapéutica (Smith, 1985). A 1,2-dhATQ, em especial, ¢ uma quinona téxica para
plantas aquaticas, como a Lemna gibba (Babu et al., 2001; Babu; Tripuranthakam; Greenberg,
2005) e inibe a fotossintese em fitoplancton (Marwood et al., 1999). Mas também ¢ um inibidor
seletivo de arilamina N-acetiltransferase (NAT1) em humanos, enzima responsavel pela
metaboliza¢do de agentes carcinogénicos, tais como arilaminas e seus metabolitos (Leggett et
al., 2022). A presenga de 1,2-dhATQ nas regides amostradas pode ter origem em poluigdo

veicular, que ¢ uma fonte conhecida de emissao de antraceno.

O 1,4-dimetilnaftaleno (1,4-DMN), um AVOC da classe dos HPAs, foi considerado

marcador de polui¢do por MP> s tanto em C1 como em C2. A presenca desse composto nas
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regidoes de amostragem pode ter origem na queima de combustiveis fosseis. O naftaleno e os
alquilnaftalenos sao os HPAs mais encontrados no ar ambiente. O 1,4-DMN tem sido usado na
inibicdo de formagdo de brotos em batatas, apds a colheita (Krause, M. R. et al., 2023) e ¢
classificado como agrotéxico (pesticide active substance) pela EFSA (European Food Safety
Authority). E considerado um composto toxico para plantas e tem seus limites estabelecidos
pela EC 396/2005 (EFSA). Essa resolugao regulamenta os residuos de 1,4-DMN em plantas,
commodities processadas, culturas rotativas e pecudria (Anastassiadou et al., 2021). Na
atmosfera, os alquilnaftalenos sofrem reagdes com radicais hidroxila (OH") durante o dia,
formando 1,2-dicarbonilas e 1,4-dicarbonilas insaturadas. Esses produtos oferecem risco para
a satide humana, por serem mutagénicos (Nishino; Arey; Atkinson, 2009). A presencga desse
HPA nas amostras coletadas ¢ esperada pela elevada atividade de caminhdes nas proximidades

das regides de amostragem.

3.5 Conclusoes

A metodologia utilizada na andlise de VOCs e agrotoxicos em Brumadinho foi
satisfatoria, confirmando a eficiente combinacdo entre extracdo por DI-SPME e separagdo por
GCxGC. O método empregado possibilitou a varredura de compostos de diversas classes, o que
permitiu a identificacdo de 382 compostos nas amostras de PTS e MP; 5, por meio de espectros
de massas, com confirmagao por indices de retencdo de Kratz. Foi identificada a presenca de
agrotoxicos no ar atmosférico de Brumadinho, como o lindano (organoclorado). Os compostos
identificados foram classificados em AVOCs e BVOCs. Essa classificacdo mostrou que o ar
atmosférico da regido amostrada contém aproximadamente metade de compostos de origem
antropogénica e metade de origem biogénica; exceto pelos pontos de amostragem da campanha
2, que mostraram consideravel predominancia de AVOCs. Através de modelos PCA e PLS-DA,
foi possivel identificar alguns marcadores de poluigdo por tipo de MP, de acordo com as duas
estacdes do ano avaliadas (inicio e final de tempo seco). Além disso, a origem e a toxicidade

dos marcadores de polui¢do ambiental e de outros compostos poluentes foram discutidas.
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CAPITULO 4. ANALISE DE VOCs/SOVCs ASSOCIADOS AO MATERIAL
PARTICULADO (MP:25) EM BELO HORIZONTE/MG, USANDO DI-SPME-
GCxGC/Q-TOFMS

4.1 Introducio

Compostos organicos volateis apresentam temperaturas de ebuli¢do entre 50/100 °C a
240/260 °C, enquanto compostos organicos semivolateis (SVOCs), na faixa de 240/260 °C até
380/400 °C, a 101,3 kPa (U.S. EPA, 2024). Esses grupos de compostos contém, principalmente,
atomos de carbono e hidrogénio, representados por alcanos, alcinos e hidrocarbonetos
aromaticos, mas também oxigénio, nitrogénio, enxofre e atomos de halogénio (hidrocarbonetos

halogenados) como cloro, bromo e fluor.

Os SVOCs/VOC:s sao gerados por fontes naturais e atividades humanas. Nas atividades
humanas, os SVOCs/VOCs sdao amplamente utilizados nas industrias de cal¢ados, aco, madeira,
cosméticos e farmacéutica, por meio de tintas, revestimentos a base de solventes, solventes,
adesivos, dispersantes, desengraxantes e detergentes. A evaporagdo, combustdo ou transporte
desses produtos ¢ conhecida por ser uma fonte antropogénica (Dai ef al., 2021). Muitos VOCs
presentes na atmosfera sdo de origem natural e estdo relacionados aos processos de
decomposi¢cdo da matéria organica, como o metano (de ruminantes) ou sdo formados pela
vegetacao, como os 0leos essenciais (BVOCs), no oceano e por atividade vulcanica (L1, J.-R.
et al., 2020). Além disso, alguns VOCs sdo originarios do setor de produtos de consumo, como

fragrancias, cremes para a pele ou produtos de limpeza (Gerster et al., 2014).

Concentragdes aumentadas de SVOCs/VOCs no ar impactam os setores ambiental e de
saude. Esses compostos contribuem para as mudangas climaticas, formacao de ozoOnio
troposférico e material particulado (MP25) (Guan et al., 2016; Li, N. et al., 2023). Essa situagao
leva a problemas respiratorios, como infecgdes agudas do trato respiratério inferior (ALRTIs)
(Lyu et al., 2020), doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) (Li, Y.-W.; Ma, 2021) bem
como problemas cardiovasculares (Pathak; Viphavakit, 2022), doencas oculares (Yang, D.-L.

et al., 2023) e impactos negativos na agricultura (Wang, Z.; Wei; Zheng, 2020). Certos SVOC:s,
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como HPAs, t€m sido associados a mutagoes, infertilidade masculina (Kakavandi ef al., 2023)

e alguns tipos de cancer, como de pulmao (Schmekel; Winquist; Vikstrom, 2014).

Na andlise por GCxGC de amostras complexas, como VOCs/SVOCs, a escolha dos
parametros de modulacdo ¢ determinante para uma boa separagdo bidimensional. A
combinagdo dos parametros de modulagdo e separacdo envolve muitas varidveis que devem ser
controladas simultaneamente. Portanto, o uso de planejamento de experimentos (Design of
Experiments, DoE) e de métodos de superficie de resposta (Response Surface Methodology,
RSM) ¢ muito 1til na redu¢do do nimero de experimentos e obten¢do da melhor combinagao
de parametros para a modulacdo e otimizacdo dos procedimentos de extragdo (Boegelsack et
al., 2021; Gaines, 1998; Kulsing; Nolvachai; Marriott, 2020; Skartland; Mjes; Grung, 2011;
Stefanuto et al., 2017; Vyviurska et al., 2022; Zou, Y. et al., 2021)(Bhatt et al., 2022; Cheong
et al., 2011; Drabinska; Jelen, 2022; Salvador et al., 2013; Setyaningsih et al., 2019). Contudo,
nao foram identificados estudos que otimizem os parametros de modulagdo para a analise de
VOCs/SVOCs em MP. Assim, este trabalho propde uma investigacdo nessa area utilizando um
planejamento fatorial fraciondrio (DoE) e a matriz Doehlert, conforme os principios da
Response Surface Methodology (RSM). O planejamento Doehlert € uma técnica de modelagem
amplamente empregada em procedimentos de otimizacdo, fundamentada na disposi¢do dos
dados em arranjos poligonais — como faces triangulares, quadradas e o 4pice de um
cuboctaedro — em torno de um ponto central que delimita a regido ideal (Cerqueira et al., 2021).
O planejamento fatorial fracionario apresenta a vantagem de requerer um ndmero
significativamente menor de experimentos do que um planejamento fatorial completo,
enquanto a matriz Doehlert oferece resultados de otimizagdo comparaveis aos métodos Box-

Behnken e ao composto central, mas com uma demanda experimental muito inferior.

Existem varios procedimentos cldssicos para extragdo e analise de VOCs/SVOCs,
alguns dos quais comumente incluem dessor¢do térmica (TD), extracdo liquido-liquido (LLE),
extracdo estatica por headspace (SHS), extragdo dinamica por headspace (DHS), extracdo em
fase solida (SPE), extracdo magnética em fase solida (MSPE) e extracdo usando barras de
agitacdo (Cardador; Gallego, 2017; Kaikiti; Stylianou; Agapiou, 2022; Leon et al., 2006; Liu,
X. et al., 2021; Murrell; Dorman, 2021; Nie et al., 2016). O uso de técnicas como SPME,
dispositivo de armadilha de agulha (NTD), microextragio em fase liquida (LPME) e

microextragdo de gota tinica (SDME) aumentou significativamente nos ultimos anos na analise
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de SVOCs/VOCs (Delove Tegladza et al., 2020; Jeong et al., 2024; Martinez et al., 2022,
Sarafraz-Yazdi; Amiri; Es’haghi, 2008). Todas essas técnicas mostraram maior sensibilidade,
eficiéncia de extracdo, versatilidade, protecdo ao meio ambiente e seletividade do que os

métodos convencionais (Jalili; Barkhordari; Norouzian Baghani, 2019).

4.2 Objetivos

4.2.1 Objetivo geral

Realizar a varredura de compostos organicos semivolateis (SVOCs) e volateis (VOCs)
em amostras de material particulado fino (MP>5) coletadas em areas urbanas e naturais de Belo

Horizonte (Minas Gerais, Brasil), utilizando o método DI-SPME-GCxGC/Q-TOFMS.

4.2.2 Objetivos especificos

e Aplicar ferramentas de planejamento de experimentos e matriz Doehlert na otimizag¢ao
de um método GCxGC/Q-TOFMS para andlise de VOCs/SVOCs em MP; s;

e Coletar amostras de MP» s, usando filtros de quartzo e AGV;

e Analisar as amostras usando o método GCxGC otimizado;

e Discutir a toxicidade dos compostos identificados nas amostras.

4.3  Parte experimental

4.3.1 Suprimentos e equipamentos

Os mesmos descritos no CAPITULO 3.

4.3.2 Materiais e solventes

Acetonitrila, grau HPLC/UV, J. T. Baker (Nova Jersey, EUA); 4gua ultrapura, Elga
(Lane End, Reino Unido); acetona, grau HPLC, Merck (Darmstadt, Alemanha); 4lcool etilico
(70 %), CRQ (Sao Paulo, Brasil); filtros de quartzo (20,3 cm x 25,4 cm % 47 mm), Whatman
(Clifton, NJ, EUA); fibra SPME/PA (85 um, 24 Ga, Silica Fundida/SS), Supelco (Bellefonte,
EUA); frascos de SPME (20 mL), Filtrilo (Colombo, Brasil).
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4.3.3 Amostragem

As amostras consistiram em filtros de fibra de quartzo com fragdo MP; 5 retida e foram
coletadas em Belo Horizonte, Minas Gerais/Brasil. A amostragem ocorreu entre 10 de marco e
7 de abril de 2022, em dias ndo sequenciais (média de quatro coletas por semana). Foram
selecionados dois pontos de coleta no campus Pampulha da UFMG (Figura 4.1): Portaria 1, Av.
Antonio Carlos (19°51'47,3"S 43°57'30,2"W), identificado como PAC (16 amostras),
caracterizado por alto trafego veicular (~2000 veiculos/hora) e Esta¢do Ecologica da UFMG
(19°52'34,7"S 43°58'24,8"W), identificado como ECO (17 amostras), area de baixo impacto
antropico com vegetacao nativa preservada. O preparo dos filtros de quartzo e as condigdes de

amostragem seguiram o protocolo descrito no subtdpico 3.3.

Figura 4.1 - Imagem de satélite indicando os pontos de amostragem de MP, s (distantes aproximadamente de

1,8 km).

4.3.4 Preparo de amostras

Um total de 33 amostras foram extraidas por DI-SPME, de acordo com o procedimento
descrito no subtopico 3.3.4, usando fibra PA. A dessor¢ao foi feita no sistema GCxGC, a 250°C,

por 1 min (mais 2 min de limpeza da fibra).
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4.3.5 Analise por GCxGC/Q-TOFMS

A determinagdo dos compostos contidos nas amostras de MP foi realizada usando o
mesmo sistema GCxGC descrito nos capitulos anteriores, com o mesmo conjunto de colunas e
as mesmas condigdes de ionizagdo/deteccao. O injetor operou a 250 °C no modo splitless (1 min)
e a vazdo de gas He foi de 1,0 mL min~!. A temperatura inicial do forno foi de 50 °C, depois
aumentou para 150 °C, a 20 °C min"!. Em seguida, até 180 °C (1 min), a 3 °C min ' e, por fim,
até 280 °C (2 min), a 7 °C min'. A linha de transferéncia operou a 280 °C, a fonte de ionizacao,

a 200 °C e o quadrupolo, a 150 °C.

4.3.6 Planejamento de experimentos e otimizacio de parametros

Utilizando DoE e a metodologia de superficie de resposta (RSM), os seguintes
parametros foram otimizados: offset (+20, +30 e +40 °C), duragdo do jato quente (300, 650 e
1000 ms), vazdo de jato frio (10, 20 ¢ 30 L min!) e Pu (2, 4 € 6 s). Um planejamento fatorial
fracionario de dois niveis, com resolugdo IV (27, 1) e trés pontos centrais foi construido para
selecionar as varidveis significativas. O planejamento totalizou 11 experimentos realizados em

ordem aleatoria.

A partir da analise dos resultados do planejamento acima, foram escolhidas as variaveis
vazao de jato frio e tempo de jato quente para a construgdo da matriz Doehlert, com trés pontos

centrais, totalizando 9 experimentos executados em ordem aleatoria (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 - Condig¢des experimentais da matriz Doehlert.

N° do experimento  Vazao de jato frio Tempo de jato

(L min™h) quente (ms)
1 22,5 (+1) 325 (0)
2 17.5 (+0,5) 600 (+0.866)
3 2,5 (1) 325 (0)
4 7.5 (-0.5) 50 (~0,866)
5 17,5 (+0,5) 50 (~0,866)
6 7.5 (-0.5) 600 (+0.866)
7 12,5 (0) 325 (0)
8 12,5 (0) 325 (0)
9 12,5 (0) 325 (0)
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4.3.7 Processamento de dados

Os cromatogramas 2D foram processados conforme descrito no subtopico 2.3.8. Os
dados alinhados foram importados no software MATLAB, versdao R2010a, na forma de uma
matriz contendo as amostras nas linhas e a intensidade de pico dos compostos identificados nas
colunas. Este conjunto de dados foi utilizado para construir um modelo PCA, utilizando o PLS
Toolbox, versdo 5.2.2. O pré-processamento utilizado para o modelo PCA foi a centralizagdo
na média. Amostras com valores anormais de Q residual e Hotelling 72 (outliers) foram
removidas. A tentativa de identificacao dos compostos foi feita conforme descrito no subtopico

2.3.9.

4.4 Resultados e discussao

4.4.1 Otimizac¢ao do processo de modulac¢io térmica

As andlises de varredura requerem métodos cromatograficos capazes de detectar o
nimero maximo de compostos na amostra, com a melhor resolu¢do. Em GCxGC, o modulador
¢ considerado o componente central e critico do sistema. Sem um modulador otimizado, a
coeluicdo e a perda de resolugdo comprometem a identificacao de analitos, especialmente em
concentragdes traco. Portanto, otimizar o parametro de modulagdo ¢ crucial para uma anélise

abrangente dos compostos totais.

Uma amostra de filtro de quartzo do conjunto PAC foi usada para os experimentos de
otimizagdo. Foram realizadas repeticdes no ponto central para avaliar a falta de ajuste do

modelo. O nimero de picos com resolugdo (Rs) > 1,2 e SNR > 500 foi escolhido como a

resposta (R) nos planejamentos. Foi feita a normalizagdo por VR e os residuos apresentaram
homocedasticidade. Os efeitos que foram significativos no planejamento fatorial fraciondrio
foram a vazao de jato frio (fcj), a duragao do jato quente (#j) € Pm, conforme mostrado no grafico
de paretos (Figura 4.2). A ANOVA One-way para o modelo fatorial selecionado mostrou que
a regressao foi significativa (p < 0,05), sem falta de ajuste (p > 0,05), com um valor de
R?=0,9323. Assim, a equa¢do do modelo ajustado, em termos dos fatores codificados, foi

R =3,54 (£ 0,34) + 0,93Py (+ 0,34) — 1,358 (= 0,34) — 2,67 (= 0,34).
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Figura 4.2 - Gréfico de paretos com os efeitos significativos do planejamento fatorial fracionario 2 .

Observou-se que valores mais elevados para Pv aumentaram a resposta (Figura 4.3a),
possivelmente devido ao maior tempo de contato dos analitos com a coluna 2D, o que favorece
o aumento do niimero de picos detectados. Em contrapartida, valores mais baixos para a
duracdo do jato quente (Figura 4.3b) também resultaram em resposta superior, pois a maioria
dos analitos presentes na amostra ndo possui altas temperaturas de ebuli¢ao, dispensando um
pulso de calor prolongado para a liberagio eficiente do loop de >D. Um jato quente muito
extenso pode, inclusive, acarretar breakthrough. Por fim, menores vazoes de jato frio também
aumentaram a resposta (Figura 4.3¢); excesso de jato frio ocasiona picos mais largos e, portanto,

menos intensos (Snow, 2020).
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Figura 4.3 - Resultados graficos da otimizagdo: influéncia do a) periodo de modulag@o na resposta,
b) da duragdo do jato quente e ¢) da vazdo de jato frio. d, e) Superficies de resposta para o planejamento

fatorial e f) para o planejamento Doehlert, com Py fixado em 6 s.
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Com base no grafico de paretos (Figura 4.2), os dois fatores que exerceram maior
influéncia sobre a resposta foram a duragao do jato quente e a vazao de jato frio. Estes foram
selecionados para a otimizagdo usando matriz Doehlert. O periodo de modulagdo foi ajustado
para 6 s e o offset do jato quente, para +30 °C (variavel ndo significativa). A resposta escolhida
para a construcao do modelo foi a mesma do planejamento fatorial. Um modelo quadratico foi
ajustado aos dados experimentais, com R?> = 0,9915. Os termos do modelo foram
estatisticamente significativos (p < 0,05) e ndo houve falta de ajuste (p > 0,05). Além disso, o
modelo foi adequado para previsdo, com uma diferenga menor do que 0,2 entre os valores de
R? previsto e ajustado. Os residuos apresentaram distribuigdo homogénea e nio foram
detectados outliers. Assim, a equagdo final do modelo, em termos dos fatores codificados
estatisticamente significativos, foi R = 76,67 (+ 2,18) + 15,00#,; (£ 1,89) — 3,001 (= 2,18) +
16,00tnife; (& 3,77) — 30,75t ( 2,58) — 45,67f:* (+ 3,44).

A regido de cor vermelha da superficie de resposta (75 < R < 80) mostrou que as
condi¢des ideais foram duracdo de jato quente de 393 ms e vazdo de jato frio de 12,5 L min!
(Figura 4.31). Essas condi¢des foram aplicadas para analisar algumas amostras reais e a resposta
se situou dentro da faixa 6tima de R. Dessa maneira, as condigdes otimizadas foram aplicadas

para analisar todas as amostras de MP.

4.4.2 Analise estatistica multivariada

Um total de 189 VOCs/SVOCs foram identificados nas amostras (APENDICE 3 —). Os
diagramas representativos se encontram no mesmo Apéndice. Como pode ser observado no
heatmap da distribuicao dos compostos (Figura 4.4), o ponto PAC apresentou algumas amostras
com altas intensidades de pico (cor laranja a vermelha), o que era de se esperar, pois esse ponto
esta mais proximo de fontes de poluigdo do ar (alto trafego de veiculos). No entanto, algumas
amostras do ponto ECO também apresentaram altas intensidades de pico, sugerindo que os
fendmenos atmosféricos contribuiram para o transporte de poluentes de regides antrdpicas para

o ambiente natural ECO.
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as amostras de filtro coletadas no ponto PAC. O numero ap6s ECO e PAC ¢ o dia de amostragem
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Os compostos foram divididos em varias classes quimicas, sendo que a maior classe foi
a de aromaticos, que representaram 29,2 % do total (Figura 4.5). Dentre os compostos

aromaticos destacaram-se, pela sua toxicidade, os derivados de HPA e de anilina (Figura 4.6).
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Figura 4.5 - Distribuigdo por classe quimica de compostos identificados em amostras de MP» 5 coletadas em PAC

e ECO.
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Alguns HPAs e seus derivados (como o benzo[a]pireno e nitro-HPAs) tém efeito
carcinogénico/mutagénico em seres humanos (Pedersen et al., 2004). Estudos indicam que
esses derivados sdo mais toxicos do que seus compostos de origem (Albinet ef al., 2008; Ma et
al., 2022; Zhao, J. et al., 2019). Neste estudo, oito derivados de HPA foram identificados em
menos de trés dias de amostragem: 1H-fenantro[9,10-cpirazol (apenas PAC); 2,2-
difenilcromeno (PAC e ECO); 6-trideciloxano-2-ona (apenas ECO); 2,6-diterc-butil-4-(2,6-
diterc-butil-4-metilpirano-4-il)-4-metilpirano (apenas PAC), 9,10-dimetilantraceno (apenas
PAC); 1-(2,3-dihidro-1H-indeno-1-il)etanona (PAC e ECO); 2.4,5,7-tetrametilfenantreno
(apenas PAC) e 2-metilpireno (apenas PAC). Os demais compostos foram detectados em
periodos superiores a trés dias e sua distribuicdo ¢ mostrada nos boxplots da Figura 4.7. Um
aspecto relevante observado foi que os derivados 1H-fenantro[9,10-c]pirazol, 6-trideciloxano-
2-ona, 2,6-di-terc-butil-4-metilpirano e 2,4,5,7-tetrametilfenantreno representam a primeira
detecgdo em MP atmosférico, de acordo com a literatura disponivel. Além disso, todos os
derivados detectados, exceto (85,95)-11-metil-8,9-dihidrobenzo[b]fenantreno-8,9-diol, foram
encontrados tanto na area urbana (PAC) quanto na area natural (ECO). A andlise estatistica
(teste ¢ de Student, a =0,05) das intensidades de pico dos compostos citados ndo revelou
diferencas significativas (p > 0,05) entre os dois pontos, sugerindo mecanismos de dispersao
atmosférica ou fontes comuns ndo localizadas. Embora o ponto de amostragem ECO esteja
localizado em uma reserva florestal com densa vegetacdo, sua proximidade com vias de alto
trafego e instalagdes industriais pode contribuir para a presenca de derivados de HPA no local,
devido a influéncia dessas fontes antropicas. Ja no ponto PAC, a identificagdao desses compostos
pode estar associada predominantemente as emissdes veiculares, tipicas da avenida localizada

nas proximidades.
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9-etil-1,2,3,4,5,6,7,8-octa-hidroantraceno (n = 16 para ECO e n = 15 para PAC); 2,7-diterc-butil-1,2,3,4-tetra-
hidronaftaleno (n = 5 para ECO e n = 8 para PAC); 9,10-di-hidrofenantreno-9-carbonitrila (n = 17 para ECO e
n =16 para o PAC); (85,95)-11-metil-8,9-di-hidrobenzo[b]fenantreno-8,9-diol (n = 13 para PAC).

Além de compostos caracteristicos das atividades antropicas, incluindo a cafeina,
também foram identificados nas amostras compostos de origem natural (BSVOCs). Alguns
deles foram o acido oleico, o acido palmitoleico, o acido estearico, o acetato de vanilina, o
isocitronelol, o caurenol, o 1,14-tetradecanodiol, o 1,16-hexadecanodiol, o 10-undecen-1-o0l e
o n-tridecan-1-ol. Como esperado, a maioria desses compostos foi encontrada na Estacgdo

Ecologica.

Alguns plastificantes foram identificados nas amostras coletadas neste trabalho, como
o dibutil ftalato (DBP), o monometil ftalato e os ésteres 2-metilbutilpentil e isobutil-2-pentil do
acido ftalico. Esses compostos sdo amplamente utilizados em materiais poliméricos, como
pisos, papel de parede, embalagens de alimentos e também sdo usados em solventes, fragrancias,

repelentes, xampus e outros produtos pessoais (Afshari et al., 2004; Wang, X. De et al., 2018).
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Alguns deles tém efeitos endocrinos em animais € humanos e atuam como alergénicos (Marsee
et al., 2006; Zhou, C.; Gao; Flaws, 2017; Zhou, S. et al., 2020). O DBP ¢ um dos plastificantes
mais conhecidos devido a sua alta toxicidade. Esse composto foi identificado nas amostras de
PAC e ECO. Embora as amostras do ponto PAC tenham apresentado maiores intensidades de
pico de DBP, nao foi observada diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos
dois locais (p > 0,05). O ponto PAC ¢ mais impactado por fontes de polui¢cao devido ao intenso
fluxo de veiculos. Além disso, a alta concentracao de edificios e residéncias na regido pode
contribuir para a liberacao de plastificantes de seus materiais constituintes. Essas caracteristicas
explicam os dias em que a quantidade de DBP no PAC foi superior as do ECO. Para descartar
possiveis interferéncias de fundo (background) dos ftalatos, foram analisados filtros nao

amostrados (brancos).
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Figura 4.8 - Boxplots das intensidades de pico do DBP, de acordo com os locais de amostragem (n = 5 para ECO

e n =13 para PAC).

As intensidades de pico dos 189 compostos foram usadas para construir um modelo
PCA. Um total de 4 PCs foram selecionadas apds a anélise do grafico de autovalores. O modelo
construido capturou 72,56 % da variancia acumulada, sendo que PC 1 e PC 2 explicaram 52,02 %

da variancia (Figura 4.9).
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Figura 4.9 - Graficos de scores do modelo PCA construido com os dados centrados na média. (A) PC 1 x PC 2;
(B) PC2 x PC 3.

A maioria das amostras do conjunto PAC se localizou no lado negativo de PC 1,
enquanto as amostras ECO foram distribuidas principalmente ao longo da parte positiva dessa
PC (Figura 4.9a). Os loadings de PC 1 (Figura 4.10) podem ser usados para determinar quais
compostos estdo relacionados a separagao observada. Os loadings do lado direito de PC 1 foram
associados, principalmente, as amostras ECO. Os principais compostos que diferenciam essas

amostras, em ordem de importancia, foram o éster 6-metil-hept-2-il octil do acido tereftalico, a
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4-(2-hidroxi-2-metoxi-1-tioxoetil)-2-fenil-quinolina, o  1-pentadecino e a  2,15-
hexadecanodiona. Os loadings negativos de PC 1 foram menos criticos para a discriminagao
das amostras PAC (menores valores, em modulo, em relagdo aos loadings do lado positivo de
PC 1). Os compostos representativos de PAC foram o acido araquidico e o éster 2,6-dicloro, 2-

acetilfenilico do acido benzoico.
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O grafico dos scores de PC 2 x PC 3 (Figura 4.9b) mostrou que os pares PAC07/PAC12
e PACO1/PACO04, no lado negativo de PC 3, e ECO08/ECO10, no lado positivo, apresentaram
scores muito proximos, indicando alta similaridade entre essas amostras. Em PC 1 x PC 3
(Figura 4.11a), algumas amostras ECO foram distinguidas pelo primeiro quadrante (formado
pelos lados positivos das PCs). Em PC 1 x PC 4 (Figura 4.11b), amostras ECO foram agrupadas
no segundo quadrante (lado positivo de PC 1 x lado negativo de PC 4). A proximidade das
amostras em cada uma dessas situacdes pode estar relacionada a semelhanga das condig¢des
climaticas e dos niveis de polui¢cdo nos dias de coleta, o que originou perfis semelhantes de
compostos nessas amostras. A proximidade entre algumas amostras PAC e ECO pode ser
atribuida a presenca de compostos compartilhados, bem como a condigdes climaticas
semelhantes nos dias de amostragem. Essas interpretagdes sdo de carater exploratorio, pois o
método PCA ¢€ ndo supervisionado e ndo pode servir como ferramenta de diagnostico. Para isso,
seria necessario aplicar aos dados um modelo supervisionado, como o PLS-DA, que requer um
numero maior de amostras do que as coletadas neste trabalho, para a construgdo dos blocos de
calibracdo e validacdo. No entanto, os graficos de PCA forneceram informagdes preliminares e

confiaveis sobre o comportamento das amostras.
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Figura 4.11 - Graficos de scores do modelo PCA dos dados centrados na média. (A) PC 1 x PC 3; (B) PC 1 x
PC4.

Os compostos de maior valor (em modulo) de loading foram selecionados para uma
discussdo de toxicidade. Os trés principais compostos associados as amostras da Estacao
Ecologica foram o éster 6-metil-hept-2-il octil do acido tereftalico (6,2-EAT), a 4-(2-hidroxi-
2-metoxi-1-tioxoetil)-2-fenil-quinolina (4-FeQ) e o 1-pentadecino (1-PD). O 6,2-EAT esta
associado a materiais plastificantes e ja foi encontrado em amostras de poeira de ambientes

internos (Pourasil et al., 2022). Embora ndo existam estudos sobre a toxicidade desse composto,
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6,2-EAT pode indicar contaminagdo na regido de amostragem por plastificantes, que
geralmente representam toxicidade preocupante para a saide humana. Derivados de quinolina,
como 4-FeQ, sdo comumente usados como intermediarios em sintese de polimeros e sua
emissdo no ar pode ocorrer a partir de materiais de construcdo (Pourasil et al., 2022).
Hidrocarbonetos, como 1-PD (um alcino de cadeia longa), podem ser emitidos a partir de fontes
petroquimicas. A identificacdo desse composto nas amostras pode ser associada as emissoes
veiculares, pela queima de combustiveis fosseis (Feng et al.,2021). A presenga incomum desses
compostos em uma regido natural (ECO) pode estar relacionada aos fendmenos de transporte
presentes na atmosfera, que sdo responsaveis pela realocacdo de poluentes de uma regido
poluida para regides com baixa poluicdo (Burkow; Kallenborn, 2000; Tirabassi; Costa; Rui,

2020), principalmente pelo ponto se situar em uma regido cercada por areas urbanas/industriais.

Os graficos de loadings para PAC mostraram que o acido araquidico (AAQ) ¢ o éster
2,6-dicloro, 2-acetilfenilico do acido benzoico (2,6-AB) foram os compostos representativos
dessa regido. AAQ ¢ um 4cido graxo encontrado em plantas e ja foi identificado em dleo
extraido das sementes da arvore Esopse eminii (Joven et al., 2020). O composto também ¢
usado na producdo de filmes poliméricos para aplicagdes eletronicas (Ren, L. ef al., 2005).
Embora a Av. Antonio Carlos seja em uma regido caracterizada pelo alto trafego de veiculos e
por construcdes civis, hd também uma area florestal proxima ao ponto de amostragem. Portanto,
a presenca de AAQ pode ser relacionada as emissdes naturais da regido de floresta ou do
biodiesel de veiculos. Compostos derivados do acido benzoico, tais como 2,6-AB, sdo
utilizados como conservantes na industria alimenticia e de aromas (Pourasil et al., 2022). A
presenca desse éster nas amostras pode ser relacionada as indudstrias alimenticias proximas aos

pontos de amostragem.

4.5 Conclusoes

O uso de GCxGC/Q-TOFMS, em combinacao com extracao DI-SPME e a aplicagdo de
DoE e RSM na otimiza¢do de parametros relacionados ao processo de modulacdo térmica

mostraram-se eficientes para a analise de VOCs/SVOCs em amostras de MP2s.

Foram identificados 189 compostos organicos de classes toxicas nas amostras de

material particulado, como derivados de HPAs, plastificantes e compostos aromaticos
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oxigenados, dos quais 1H-fenantro[9,10-c]pirazol, 6-trideciloxano-2-ona, 2,6-di-terc-butil-4-
metilpirano e 2,4,5,7-tetrametilfenantreno representam a primeira detec¢ao reportada na
literatura, revelando lacunas criticas em dados ambientais e toxicoldgicos. Este estudo
aprimorou metodologias analiticas ao desenvolver um protocolo GCxGC/Q-TOFMS sensivel
e de baixo consumo de solventes, alinhando-se a quimica verde. A presen¢a de contaminantes
como DBP e nitro-HPAs, associados a disfun¢ao enddcrina e dano celular, além de compostos
emergentes como 6-trideciloxano-2-ona — sem estudos toxicologicos estabelecidos —, destaca
riscos a saude publica e a necessidade urgente de avaliagdo regulatoria. Os resultados fornecem
um banco de dados quimiométrico para investigar sinergias entre poluentes e subsidiar politicas
de monitoramento, especialmente diante da deteccdo de derivados de HPAs até em areas
naturais, evidenciando a dispersdo global de poluentes urbanos. Este trabalho avanga a quimica
analitica ambiental e alerta para a demanda por pesquisas translacionais que liguem exposicao

e desfechos clinicos, reforcando a urgéncia de atualizagdes em diretrizes de saude e ambiente.
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A presente tese trouxe contribui¢des significativas tanto para a quimica analitica, com
o desenvolvimento de novos métodos de analise por GCxGC, como para a metabolomica e a

toxicologia, com a identificagdo de poluentes organicos de abrangéncia mundial.

O método GCxGC desenvolvido para a analise metabolomica de fibroblastos expostos
ao GLYP-R permitiu a identificagdo de metabdlitos de diversas classes, podendo ser aplicado
tanto em analises targeted como untargeted de matrizes bioldgicas. O estudo foi inédito no uso
de metabolomica na avaliagdo da exposicdo de HDFa ao GLYP-R. Através da aplicacdo de
ferramentas quimiométricas (PCA e PLS-DA) e de diagnéstico (AUROC), o trabalho apontou
potenciais biomarcadores da exposi¢ao ao herbicida. Em trabalhos futuros, esses metabdlitos

podem ser validados através de experimentos envolvendo animais ¢ humanos.

A andlise do material particulado coletado em Brumadinho forneceu o perfil de
contaminantes atmosféricos daquela regido, no periodo pds-desastre ambiental causado pelo
rompimento da barragem de rejeitos de mineragao situada no Cérrego do Feijao. Compostos de
toxicidade elevada, como HPAs, agrotoxicos, solventes organicos e outros compostos
aromaticos foram identificados nas amostras. Embora nao haja um estudo similar anterior ao
desastre (para efeitos de comparacdo), a analise de varredura permitiu sugerir que ha poluicao
atmosférica aumentada na regido, principalmente pelo aumento do trafego de caminhdes
utilizados nas acdes de recuperacdo ambiental, somados aqueles usados nas atividades de
mineracao caracteristica da regido. A deteccdo de agrotoxicos nas amostras aponta para a
volatilizagdo de compostos adsorvidos na lama contaminada ou seu transporte atmosférico a
partir de lavouras vizinhas, revelando um cendrio de contaminagao cruzada entre areas afetadas
pelo desastre e regides agricolas. Essas conclusdes evidenciaram a necessidade de acdes
ambientalmente corretas, tanto nas atividades de reparo ao desastre como nas praticas agricolas

do municipio.

A aplicagdo de DoE e RSM na otimizagdo de parametros de modula¢do térmica
diminuiu significativamente o nimero de experimentos necessarios para o desenvolvimento de

métodos de andlise por GCxGC. O método assim otimizado, aplicado na analise de material
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particulado em Belo Horizonte, possibilitou a identificagdo de diversas classes de
VOCs/SVOCs, como HPAs e seus derivados, plastificantes e outros compostos aromaticos. De
acordo com a literatura, alguns desses compostos ainda nao tinham sido reportados no material
particulado, conferindo ineditismo ao trabalho. Este estudo demonstrou que mesmo areas
naturais de Belo Horizonte, como a Estacao Ecologica da UFMG, considerada um refugio de
biodiversidade, estdo expostas a poluentes atmosféricos criticos, transportados por fenomenos
atmosféricos como correntes de vento e inversdes térmicas a partir de fontes antropicas

proximas.

Como perspectivas futuras, pretende-se realizar a quantificacdo direcionada de
poluentes prioritarios em MP identificados nas amostras de material particulado. Além disso,
analisar amostras da fase gasosa utilizando espuma de poliuretano (PUFs), com o objetivo de
estabelecer correlagdes entre compostos encontrados nessa fase e no material particulado, ou
até mesmo identificar novos compostos. Por fim, por meio da metaboldmica, pretende-se
investigar os efeitos desses contaminantes na saide humana, principalmente dos poluentes
inéditos no material particulado, visando ampliar bancos de dados toxicologicos, subsidiar
politicas publicas e desenvolver potenciais biomarcadores para monitoramento populacional.
A integracdo entre quimica ambiental, toxicologia sistémica e epidemiologia molecular
permitirad avangos na compreensao dos impactos da polui¢do atmosférica em cendrios urbanos

complexos, como Belo Horizonte, conectando exposi¢do a desfechos clinicos e ecologicos.
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APENDICES

APENDICE 1 - Estudo de potenciais biomarcadores da exposi¢iio de fibroblastos de

pele humana ao glifosato (Roundup®), usando metabolomica untargeted e targeted

a) Otimizacio do método GCxGC

135.0

30, Y
min)

1D(

1D (min)

1D (min)
Figura A1l - Diagramas de cores dos extratos celulares derivatizados com PCF/PrOH usando diferentes periodos

de modulagdo: a) Pm=4s,b) Pm=5sec) Pu=06s.
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5.0

30.0
1D (min)
Figura A2 - Diagramas de cores dos extratos celulares derivatizados com PCF/PrOH usando diferentes tempos de
janto quente: a) 0,3 s;b) 0,8s;¢) 1,0sed) 1,2s.
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b) Liofilizacao

D (min)

8 11 14 17 20 23 26 29 32 3 38 M 44 47 50 53 56 59
D (min)

Figura A3 - Diagrama de cores de extratos de células controle (ndo expostas ao GLYP-R), ndo submetidos a

liofilizacdo (A) e submetidos (B).

¢) Solucao tampiao NETN

Tabela A1 - Composi¢do da solugdo tampado NETN (NaCl, EDTA, Tris-base, Nonidet P-40), pH 8§,0.

Componente

NaCl (150,0 mmol L")
EDTA (1,0 mmol L")
Tris-base (20,0 mmol L)
Nonidet P-40 (0,5 %)
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d) Identificacao dos metabolitos untargeted

Tabela A2 - Nomes dos compostos identificados nas amostras de extratos celulares, identificacdo CAS, dados de

retengdo e de fragmentagao m/z.

A Ntmero 'R ’tr m/z (padrio de

# Composto (nome em inglé€s) CAS (min)  (s) Leaic fraggﬁen taciio)

1 2(1H)-pyridinone 142-08-5 9,40 1,17 114583 64, 60, 95

2 Amine, dimethyl-2-phosphinoethyl- 161944-90-7 9,40 1,50 1145,83 64,58, 60

3 2-Methyl-3-thiosemicarbazide 21185-13-7 9,50 0,92 1150,00 64,60, 105

4  D4Dihydroisoquinolin-7-ol, 1-{4- 47145-46-0 9,50 0,51 1150,00 282,94, 283
hydroxybenzyl]-6-methoxy-

5 N-[3-Methylaminopropyl]aziridine - 9,70 0,60 115833 58,72,57

6 D-erythro-Pentose, 2-deoxy- 533-67-5 9,70 1,05 1158,33 60, 74, 62

7  “4#-Diisothiocyanatostilbene-2,2- 53005-05-3 9,80 1,76 1162,50 76,67, 57
disulfonic acid

8 Pyridine, 4-ethenyl- 100-43-6 10,00 1,56 1170,83 105,78, 77

9 Diethylcarbamoyl isopropoxy sulfide - 10,10 0,82 1175,00 64, 60, 58
Methanethiol, N-(3-

10 phenoxypropyl)amidino-, hydrogen 40283-89-4 10,10 1,13 1175,00 64,56,72
thiosulfate

11 Benzenemethanamine, N,a-dimethyl- 32512-24-6 10,30 0,94 1183,33 64, 58,57

12 4H-Pyran-4-one 108-97-4 10,40 1,72 1187,50 69,70, 96

13 1-@-Hydroxyethylthio)-2-(2- 114811-41-5 10,60 127 119583 87, 105,59
vinylthioethoxy)ethane

14 2-heptanone 6483-50-7 10,70 0,74 1200,00 58,72,64

15 Propanoic acid, 3-chloro-, methyl ester 6001-87-2 10,80 1,23 1204,00 87,63,73

16 Exo-Norborneol, methyl ether - 10,90 0,62 1208,00 94,58,72

17 Ethyl chloride 75-00-3 11,00 0,76 1212,00 64, 60, 94

18 Boric acid 10043-35-3 11,10 1,81 1216,00 62,61, 105

19  Aziridine, 2-hexyl- 13906-89-3 11,10 0,94 1216,00 56,57,70

20  Diethyl sulfide 352-93-2 11,10 1,64 1216,00 75,62,90

21 N-methyltaurine 107-68-6 11,20 0,74 1220,00 64, 60,94

2y 2Hydroxy-2-(S-methylfuran-2-yl)1- i 1130 133 122400 105,78, 110
phenylethanone

23 2-(2-(Dimethylamino)-ethyl)-pyridine 6304-27-4 11,30 1,46 1224,00 58,106,78

24 Ethane, hexachloro- 67-72-1 11,40 1,09 1228,00 201,117,119

25 D-arabinose - 11,50 1,44 1232,00 73,91,133

26 Aminomethanesulfonic acid 13881-91-9 11,50 0,72 1232,00 64, 60, 94

27 Trans-B-Terpinyl benzoate 93836-54-5 11,60 1,27 1236,00 92,94, 128

28 Dodecane, 1-methoxy- 3482-63-1 11,90 1,01 1248,00 58,56, 57

29 Propanedioic acid, methyl,ethyl ester 6186-89-6 12,10 1,35 1256,00 101,119, 102

30  N-B-IN-Aziridyl]propyl]-2-[2- - 12,30 1,58  1264,00 105, 107,79
pyridyl]ethylamine

31 Pyridine, 4-(1,1-dimethylethyl)- 3978-81-2 12,40 1,11  1268,00 120, 135,92

3y 3-IN-[3-Diethylaminopropyl]-1- - 12,70 0,68 1280,00 58,72, 94
cyclopentenylamino]propionitrile

33 2H-Pyran-3,4,5-triol, tetrahydro-2- 14009-07-5 12,70 0,94 1280,00 58,74, 60
methoxy-6-methyl-

34 1-methylhistidine 615-10-1 12,80 1,27 1284,00 96,112,95

35  Thiocarbamic acid, N,N-diethyl-S- 70151-21-2 12,80 0,82 1284,00 58, 64, 60
(diethylamino)-

36 3-aminopyridine 462-08-8 12,90 0,53 1288,00 94,268, 74

37 2-hydrazinopyridine 4930-98-7 13,00 1,60 1292,00 79,109, 66
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o Nimero IR 2R m/z (padrdo de
# Composto (nome em inglé€s) CAS (min)  (s) Leatc fraggﬁen taciio)
38 1,4-dithiane 505-29-3 13,00 0,94 1292,00 58,64,57
39 Methyl 3-methoxyamino-propanoate 78191-05-6 13,10 1,05 1296,00 60, 74, 70
40 Benzenamine, N,N-diethyl-3-methoxy- - 13,20 1,29 1300,00 164,136, 108
41 Propanal 123-38-6 13,20 1,40 1300,00 58,57,208

1-[4-(Furan-2-carbonyl)piperazin-1- 1389334-25-

42 yl]—2-(phenyle thane_lﬁ_)é’igne ; 1320 1,46 1300,00 208,95, 105

N,N'-Tetramethylenebis[s-3-

43 . . e 35871-61-5 13,50 1,13 1312,50 64,56, 72
aminopropylthiosulfuric acid]

44 Chlorozotocin 54749-90-5 13,50 0,88 1312,50 63, 56,70

45 N-Nitroso-2,4,4-trimethyloxazolidine 96228-15-8 13,50 1,01 1312,50 56,70, 57

46 1,4-oxathiane 15980-15-1 13,60 1,58 1316,67 104,61,74
D-chiro-Inositol, 3-O-(2-amino-4-

47 ((carboxyiminomethyDamino)-2,3.4.6- o00 183 1360 131 131667 73,60,91
tetradeoxy-a-D-arabino-
hexopyranosyl)-

48 Tris-(hydroxymethyl)-phosphine oxide 1067-12-5 13,80 1,85 1325,00 110,62, 105

49 Phenyl acetate 96862-55-4 13,80 0,55 1325,00 342,74,430

50 Thiourea, dimethylaminomethyl 109858-55-1 14,00 1,31 1333,33 58,60, 102

51 Linoleic acid 110568-60-0 14,00 1,70 1333,33 96,95, 78

52 Borane-methyl sulfide complex 13292-87-0 14,00 2,01 1333,33 62,95, 61

53 Isopropyl hexadecanoate - 14,10 1,58 1337,50 95,144,78

54 Methylad-rhamnopyranoside 1128-40-1 14,10 1,01 1337,50 89, 74, 62

55 1,3-Propancdiamine, N.N-diethyl-N- 5459-95-0 14,10 0,74 1337,50 58,72,86
methyl-

s  Denzenemethanamine, N,N,4- 4052-88-4 14,30 1,40 134583 58, 149, 148
trimethyl-

57 4-Cycloocten-1-amine, N-methyl- 38278-15-8 14,40 0,92 1350,00 56,70, 84

58 N-Hydroxy-N-phenyl-2-furamide 7630-14-0 14,50 1,50 1354,17 95,118,78

59 1,2-Ethanediamine, N-phenyl- 1664-40-0 14,80 1,83 1366,67 136, 106, 62

60 2-Pyridinepropanamide, N-phenyl- 20745-52-2 14,80 1,72 1366,67 134,135,106

g1  Ihiosulfuric acid (H25203), S-(2- 40283-52-1 1500 1,17 137500 56,94,99
(cyclopropylamino)-2-iminoethyl) ester

62 1-Amino-2-methylpyridinium iodide 7583-90-6 15,00 1,27 137500 92,94,93

63 Ethanamine, N-pentylidene- 10599-76-5 15,10 096 1379,17 56,71, 84

1,3,6-Trimethyl-5-[3-(2-acetylamino-2-
64  methoxycarbonylethyl)-1H-indol-2-yl]- 123760-39-4 15,10 0,53 1379,17 64,282, 148
1,3-dihydropyrimidin-2,4-dione

65 2,1,3-benzothiadiazole 273-13-2 15,10 2,07 1379,17 136, 109, 70

66 2-Methyl-3-pyridin-2-yl-butan-2-ol - 15,60 1,99 1400,00 107, 106, 124

67 N-Acetyl-L-methionine - 15,60 1,13  1400,00 56,74, 71

68 Propoxyphene 469-62-5 15,60 1,35 1400,00 58,208, 132

69 3-methoxybenzylamine 5071-96-5 15,60 1,62 1400,00 62,79, 105
Ketone, 11-

70 bromotricyclo[8,2,2,2(4,7)]hexadeca- 18931-44-7 15,70 0,62 1403,33 74,328,254
4,6,10,12,13,15-hexaen-5-yl methyl
2-Methoxy-6-methyl-cyclohexa-2,5-

71 . . - 15,80 1,79 1406,67 92,108, 80
dienecarboxamide

72 Propanedioic acid, dipropy! ester 1117-19-7 16,10 1,40 1416,67 87,105,129

73 Cyclopentyl-methyl-amine, N-acetyl- 1 19521_92_ 16,10 0,96 1416,67 74, 56,282

74 Quinoline, 2,6-dimethyl- 877-43-0 16,10 2,01 1416,67 157,142,156

75 4,4'-Bis(dimethylamino)benzhydrol 119-58-4 16,20 5,31 1420,00 254,255,332

76  DI-Alanyl-dl-methionine 1999-43-5 16,40 1,03 1426,67 62, 146, 58
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o Nimero IR 2R m/z (padrdo de
# Composto (nome em inglé€s) CAS (min)  (s) Leatc fragmentacio)
77  3-(4-Pyridyl)acrylaldehyde 26505-36-2 16,50 2,17  1430,00 133, 105, 104
78 1,7-Dioxa-4,10-dithiacyclododecane 294-95-1 16,50 3,22 1430,00 87,149, 86
79  (2R,3S)-3,4-Dimercaptobutane-1,2-diol ~ 3483-12-3 16,50 2,03 1430,00 62,61, 105
go  Benzonitrile, 4,5-dimethoxy-2-{(4- ; 16,60 433 143333 254,255,332
pyridinylmethyl)amino]-
gy  L3-Propancdiamine, N-(1- 3360-16-5 16,60 0,76 1433,33 58,72, 86
methylethyl)-
82 2,5-Dimethoxyphenyl isocyanate 56309-62-7 16,60 1,29 1433,33 164, 136, 108
Benzoic acid, 4-ethenyl-, 4-
83 [[(methylsulfonyl)amino Jmethyl]pheny - 16,70 1,54 1436,67 131,89,103
1 ester
Hydrosulfide, [4-(3-pyridinyl)-5-(4-
84 pyridinyl)-4H-1.2 4-triazol-3-y1]- - 16,70 4,00 1436,67 254,255,332
gs  L3-Propancdiamine, N.N'bis(3- 4605-14-5 16,80 0,74 1440,00 58,70, 72
aminopropyl)-
86  Quinoline, 6-methyl- 91-62-3 16,80 1,72 1440,00 143,142,117
1-Butanamine, N-(2-
87 furanylmethylene)-3-methyl- 52074-26-7 16,90 2,17 1443,33 109,92, 108
88 Carbamic acid, butyl-, ethyl ester 591-62-8 16,90 1,31 1443,33 102,58, 62
89 Ethanamine, 2,2-dimethoxy-N-methyl- 122-07-6 17,20 1,07 1453,33 75, 88, 56
90  2,4-quinolinediol 86-95-3 17,20 2,50 1453,33 62, 74, 161
91  1-(2,3-Dimethyl-phenyl)-3-pyridin-2- - 17,40 2,38  1460,00 95,94, 130
yl-thiourea
92  L-alanine - 17,40 1,68 1460,00 131,89, 71
D-Homo-24-nor-17-oxachola-
1,14,20,22-tetraene-3,16-dione, 7-
93 (acetyloxy)-21,23-epoxy-4.4.8- 21963-95-1 17,40 4,27 1460,00 95,328, 157
trimethyl-, (5a,7a,130,17a0)-
94 ;‘;t_ramle’ 3-(3,5-dimethylpyrazol-1- »g,763 4g 5 1740 324 146000 95, 164,67
95 Acetylthiosemicarbazide 2302-88-7 17,60 1,40 1466,67 73,133,91
9% Butanamide, 3-propionylhydrazono-N- ) 17,70 1,15 1470,00 56, 106, 62
(2-ethylphenyl)-
2-Oxopropionic acid,
97 dimethylhydrazone, methyl ester 24642-10-2 17,70 3,14 1470,00 144,58,85
98  Paromomycin 7542-37-2 17,70 1,29  1470,00 58,92, 94
99 Methanesulphonamide, N-(2-pentyl)- ) 17,90 1,07 1476,67 136,138, 56
N-methyl-
100  4-pyridazinamine 20744-39-2 17,90 1,50 1476,67 95,118,78
101  Acetamide, N,N'-ethylenebis(N-nitro- 922-89-4 18,10 1,21  1483,33 254,72, 84
102 FPiperazine, 1-(2-chloroethyl)-4-(2- 43001-72-1 1820 1,05 1486,67 254, 56,190
methoxyphenyl)-
103 Sarcosine - 18,30 2,15 1490,00 131,89, 117
N-t-Butyl-N'-[1,1-dimethyl-2-
104 thiosulfatoethyl]-1,3-propanediamine ) 1840 119 1493,33 64,56, 58
105  L-asparagine - 18,40 1,81 1493,33 115,174, 88
D-Streptamine, O-6-amino-6-deoxy-o-
D-glucopyranosyl-(1-4)-O-(3-deoxy-4-
106 C-methyl-3-(methylamino)-B-L- 36889-15-3 18,40 2,34 149333 58,78, 144
arabinopyranosyl-(1-6))-2-deoxy-
4H-1-Benzopyran-4-one, 3-hydroxy-
107 5.7-dimethoxy-2-(4-methoxyphenyl)- 1098-92-6 18,60 0,64 1500,00 282,74, 148
1o~ NoN-Pentamethylencbis[s-3- 35871-54-6 18,60 1,13 150000 62, 56,70

aminopropyl thiosulfuric acid]
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APENDICES
o Nimero IR 2R m/z (padrdo de
# Composto (nome em inglé€s) CAS (min)  (s) Leatc fragmentacio)

109 13-Disilacyclobutane, 1.1.3.3- 1627-98-1 18,70 232 1503,13 129, 144,58
tetramethyl-

110 Triethylsilanol 597-52-4 18,80 3,71 1506,25 75,103, 74

111 1,3-Diazatricyclo[3,3,1,1<3,7>]decane 281-29-8 18,90 1,58 1509,38 96, 68, 95

112 1-(1-Azacyclopropyl)decane 46237-34-7 18,90 0,88 1509,38 56, 70, 84

113  Acetamide, 2-chloro-N-propyl-N- ; 19,00 0,70 1512,50 254,255,332
dodecyl-

114 Pyridine, 2-ethyl- 100-71-0 19,00 1,97 1512,50 107, 106, 124
Phosphorothioic acid, S-ester with

115  trimethylenediiminodipropanethiol 35871-70-6 19,00 1,13 1512,50 56, 74, 89
(2:1)

116  N-[Dimethylaminomethyl]aziridine 3974-91-2 19,10 0,84 1515,63 58,72, 86

117  Tris(dimethylamino)borane 4375-83-1 19,10 2,63 1515,63 99, 185, 56

118 1,34-Thiadiazol, 2-amino-5-(m- 833-47-6 19,40 0,59 152500 222,254,74
nitrophenyl)-
1,8-dimethyl-3,6-

119  diazahomoadamantan-9-spiro-2'- 160777-78-6 19,50 1,33  1528,13 208, 110, 58
oxirane

120 Quinoline, 5,8-dimethyl- 2623-50-9 19,50 2,01 1528,13 157,142,82
3-Methyl-4-[3-[1-[2-

121  pyridyl]ethylidene]hydrazino]carbothio - 19,60 2,20 1531,25 134,151,328
amidobenzoic acid

122 2 Cyano-3-methyl-2-(O- 20277530 1970 2,52 153438 105, 106,92
methylbenzyl)butanoic acid
1H-[1,2]-Dithiolo[3,4-c]quinoline-1-

123 thione, 4,5-dihydro-5-(2-furoyl)-4,4- 301655-36-7 19,90 1,40 1540,63 95,78, 282
dimethyl-
Ala-Ala-Ala, N,N',N"-trimethyl-N-(n-

124 propyloxycarbonyl)-, n-propyl ester - 20,10 1,56 1546,88 95,78, 144
(isomer 2)

125 Methyl6-deoxy-6-fluoro-d. 3.4-4ri-0- 5y40 909 20,10 244 154688 88, 101,62
methylBd-galactopyranoside

126 Sgoc)l((})ll_lexanone, 4R-acetamido-2,3-cis- ) 2020 125 155000 56, 58,70

127  Propionic acid, picolinyl ester - 20,20 2,28 1550,00 92, 109, 80
2-[3-

128  Cyclohexylaminopropylamino]ethylthi ~ 62220-14-8 20,20 1,07 1550,00 70, 58, 56
ophosphate

129  Bromacetamide, N-tetradecyl- - 20,30 0,72 1553,13 254,72,58

130 Acetic acid, nonyl ester 143-13-5 20,50 1,11  1559,38 56,70, 84

131  4-Cyanobenzoic acid, 2-octyl ester - 20,60 1,68 1562,50 130,112,101

132 (4-Dimethylaminomethyl-1H-pyrrol-3- - 20,80 2,38 1568,75 94,159, 73
ylmethyl)dimethylamine

133 [3-(4-Fluorophenyl)-4,5-dihydro-1,2- ; 2080 3,16 156875 164,95, 159
oxazol-5-ylJacetic acid

134  !-(2-Hydroxy-4,6-dimethoxyphenyl)- 90-24-4 2090 2,65 157188 95,181,196
ethanone

135  L-glutamine - 21,10 2,57 1578,13 144,58, 85

136  Glycine, 2-cyclohexyl-N-(but-3-yn-1- ; 2120 131 158125 208,095, 58
yl)oxycarbonyl-, hexadecyl ester

137  Glycine - 21,20 2,20 1581,25 117,75,103
3-Buten-2-one, 4-(2,2,6,7-tetramethyl-

138 7-azabicyclo[4.1,0]heptan-1-yl)- 102635-60-9 21,20 1,72 1581,25 178,208, 136

139 1-Decanol, 2-methyl- 18675-24-6 21,20 1,42 1581,25 56, 70,95
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APENDICES
o Nimero IR 2R m/z (padrdo de
# Composto (nome em inglé€s) CAS (min)  (s) Leatc fragmentacdo)

140  2>-pyrrolidinedione, 1-[(2- - 2140 1,01 158750 95,58, 56
furanylcarbonyl)oxy]-

141 L-proline - 21,50 2,65 1590,63 157,71,115

147 1-(O-Allyl-9-azabicyclo[3,3,]non-3- - 21,60 1,60 159375 96,62, 133
yl)-3-m-tolylurea

143  [hiophosphinic acid, di-tert-butyl-, - 21,60 129 1593,75 208,95, 58
hydrazide

144  Eicosapentaenoyl ethanolamide 109001-03-8 21,60 2,15 1593,75 62,77,61

145  Spermine 71-44-3 21,60 1,13 1593,75 56,70, 84

146 Carbonic acid, monoamide, N-octyl-, i 2170 138 159688 62,7461
butyl ester

147  3-hexanamine 16751-58-9 21,70 0,84 1596,88 58, 72,86

148 22:2.2-19-Oxoeicosa-5.8,11,14- - 21,80 2,30 1600,00 92,128, 78
tetraenoic acid, methyl ester

149  L-methylselenocysteine 7148-07-4 22,10 2,26 1609,38 136, 108, 137

150  1H-Isoindole-1,3(2H)-dione, 4-nitro- 603-62-3 22,20 3,67 1612,50 75,103,774

151 1,2-Propanediol, 3-methoxy- 623-39-2 22,30 3,06 1615,63 75,61,74

152 Adenine - 22,40 1,85 1618,75 192,193,207

153  N-Isopropyl-1-piperazineacetamide 39890-42-1 22,40 2,65 1618,75 99, 185,56

154  Amine, bis(2-phosphinoethyl)- 207689-12-1 22,60 3,34 1625,00 90, 103, 62

155  2-Butene-1,4-diamine, N,N'-diethyl- 112-21-0 22,90 2,03 163438 82,56,97
Dibenzo[a,i]biphenylene,

156  5,6,6a,6b,7,8,12b,12¢c-octahydro-2,11- 77646-15-2 23,00 1,87 1637,50 160, 132, 161
dimethoxy-

157  \-Hexene, 3-methyl-6-phenyl-4-(1- - 23,10 2,52 164063 105, 106,92
phenylethoxy)-

15y Acetamide, 2-thiophenyl-N-propyl-N- - 23,10 3,22 1640,63 254,127,153
dodecyl-

159  3,7-Dimethylenebicyclo[3,3,1]nonane 770-14-9 23,10 1,52 1640,63 92,106, 148

160  2-Methyl-5-aminobenzoxazole 5676-60-8 2320 2,26 164375 148,95,92

161 L-valine - 23,40 3,08 1650,00 117,159,99

162  3,5-Heptanedione, 2,2,6,6-tetramethyl- 1118-71-4 23,40 3,69 1650,00 127,57,85

163  Propenone, I-(d-bromophenyl)-3-(3- 7375 914 2340 1,64 165000 226, 228,58
chloro-2-benzothiazolylthio)-

164  L-leucine - 23,50 2,01 1653,13 173,87,117

165 1-Propene, 2-chloro- 557-98-2 23,50 2,61 1653,13 76,78, 120

166 1,1,2-Trimethyl-1-silacyclobutane 30681-90-4 23,60 0,96 1656,25 58,72,86

167  Deoxyspergualin - 23,70 1,52 1659,38 58, 56, 70

168 (2RAasSS8as)25- 220024-74-8 23,70 129 1659,38 208, 56,209
Dipentyldecahydroquinoline

169  (2-Hexyloxy-ethoxy)-acetyl chloride - 23,80 1,97 1662,50 56,58, 159

170  Octadecane, 3-ethyl-5-(2-ethylbutyl)- 55282-12-7 23,80 3,30 1662,50 85,127,57
3-Oxo0-2-n-pentyl-4,4-

17 dimethylpentanoic acid, methyl ester i 2400 2383 1668,75 57,85, 101

172  L-isoleucine - 24,00 2,05 1668,75 131,173,75

173 2-Diethylamino-N-methyl-2-phenyl- - 24,10 1,72 1671,88 162, 163, 134
acetamide

174  L-serine - 2420 2,67 1675,00 254,102, 61

175 28-Dimethyl-2,3,4,5.67-hexahydro- 57501 103 2420 1,85 167500 58, 132, 144
1H-2-benzazonine

176  L-threonine - 24,30 2,38 1678,13 102,75, 144

177  Fluridone 59756-60-4 2430 4,68 1678,13 328,157,406
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APENDICES
o Nimero 1R 2R m/z (padrdo de
# Composto (nome em inglé€s) CAS (min)  (s) Leatc fraggﬁen taciio)
17g  L16-Dimethyl-1.4.10,13 tetraoxa-7.16- 7909 137 2440 1,83 168125 58,144,146
diazacyclooctadecane-2,6,17-trione
179  3-Methyl-2-butenoic acid, allyl ester 51552-26-2 24,50 2,36 1684,38 83,82,94
180  3-Bromo-1,2-propanediol 4704-77-2 24,60 2,83 1687,50 61, 123,74
181 |3->-Trithiane, 2.2.4.4,6,6- 828-262 24,60 0,64 168750 74,222,148
hexamethyl-
2-([2-(Butane-1-
182 Gulfonyl)ethyl]sulfanyl)ethanol - 2490 3,24 169688 76,62, 61
183  2-Aminoethylethyl sulfide 36489-03-9 2490 3,84 1696,88 62,61,76
184  6-Nonenal, 3,7-dimethyl- - 25,10 2,46 1703,03 83,133,175
185 Phenol, S-methoxy-2- 62849-09-6 2550 2,22 171515 136, 108, 137
(methoxymethyl)-
186  L-norvaline - 25,70 2,07 1721,21 159,73, 117
1g7  2-Furolc acid, 4-methoxy-2- - 26,00 094 173030 58,95,72
methylbutyl ester
Butanedioic acid, 2,3-dihydroxy- [R-
188 R R*)L. dimethy] estery y-1 608-68-4 26,00 224 1730,30 90, 58, 136
6-(1-Methylethyl)-4,4,6-
189  trimethyltetrahydro-1,3-oxazin-2- - 26,10 1,38 1733,33 61, 62,56
thione
190  Sulfur diimide, dimethyl- 13849-02-0 26,10 2,79 1733,33 61,62,76
1H-Indene-2-carboxylic acid, 2,3-
191  dihydro-1-o0x0-2-(3-oxobutyl)-, methyl - 26,30 2,52 1739,39 190, 328, 157
ester
Tetrahydropyrrole-2,5-dione, N-
192 hyL3-[nitro-S-methoxyphenyl]- - 26,40 2,01 174242 218,136, 146
193 Phosphine oxide, di-t-butylpropyl- 142132-67-0 26,40 1,52 174242 92,106, 120
194  Pyridine, 2,2'-(1,2-ethanediyl)bis- 4916-40-9 26,50 3,43 174546 106,78, 183
Acetic acid, 10-dimethylaminomethyl-
13-methyl-3-o0xo-
195  2,3,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17- ; 26,60 2,46 174849 115,91, 133
tetradecahydro-1H-
cyclopenta[a]phenanthren-17-yl ester
196  Ethanol, 2-(1-methylethoxy)-, acetate 19234-20-9 26,60 3,63 1748,49 87, 86,74
197  Butanenitrile, 4-(methylthio)- 59121-24-3 26,60 2,67 174849 61,62, 115
N-(2,6-Dimethylphenyl)-2-(tetrahydro-
198 1 H-pyrrolizin-7a(5H)-yl)acetamide 88069-67-4 26,60 1,70 1748,49 110,106, 120
199  L-Alanine, N-acetyl- 97-69-8 26,70 3,06 1751,52 87, 86,74
200  Boricacid (H3BO3), tris(1- 5419-55-6 26,80 2,03 1754,55 173,87,117
methylethyl) ester
1H-Cyclobuta[c]pentalen-5-
201  one,2,2a,4a,5,6,7-hexahydro-2,2, 4a- 81532-22-1 26,80 1,52 1754,55 92,134,106
trimethyl
202  Butanamide, N,N-diethyl-3-oxo- 2235-46-3 2690 1,15 1757,58 58,72,70
203  Propanamide, 2,3-dichloro- 7728-98-5 2690 2,59 1757,58 61,62,76
204  5-undecanone 33083-83-9 27,20 2,75 1766,67 113,85,58
205  2-(3-Pentyl)pyridine 7399-50-0 27,20 1,68 1766,67 107,106, 120
206  >:4-Dihydro-4-hydroxy-3-imino-1,2.4- - 27,40 244 1772,73 178,136, 61
benzotriazine-1-oxide
207  4-(3-Pentyl)pyridine 35182-51-5 27,50 1,58 177576 92, 120, 106
208  N-[3-Hexylaminopropyl]aziridine - 27,60 1,13 1778779 58, 56,70
Dasycarpidan-8(16H)-ethanol, 3,18-
209  didehydro-1-(hydroxymethyl)-, 55724-45-3 27,80 2,11 1784,85 328,122,192

(27Xi7:4:Xi:)_
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APENDICES
o Nimero IR 2R m/z (padrdo de
# Composto (nome em inglé€s) CAS (min)  (s) Leatc fragmentacio)

210 Ethylamine, 1-methyl-2-(5-methyl-1H- ) 2790 242 178788 96, 182,95
pyrazol-3-yl)-

211 1,6-Dimethyl- 3-ethylnaphthalene - 28,00 2,56 179091 184,164, 182

212 2Propencicacid, 2.3-dieyano 3[4 50067930 2810 269 179394 254,196,255
(dimethylamino)phenyl]-, methyl ester

213 Salicylhydroxamic acid 89-73-6 28,10 3,30 179394 121,328,93

214 Carbonic acid, monoamide, N-decyl-, ) 2820 1,50 179697  62.74,202
propyl ester

215 S;Zim‘c acid, 2-chloropropyl undecyl - 2820 3,75 179697 179,101, 113

216  Hexyl acetate 55591-37-2 28,20 1,23 1796,97 208, 56,70

217 H46-Trimethyl-2-[p- 85298-51-7 2820 3,67 179697 101, 113,57
bromophenylamino]-4H-1,3-thiazine __ ’ ’ ’ P

213 Benzaldehyde, 3,4-methylenedioxy-2- ; 2830 3,10 1800,00 157,328, 61
nitro-, thiosemicarbazone

219  Pyrazole-3-carboxylic acid, 5-nitro- 198348-89-9 28,30 2,81 1800,00 157,71,115

220  L-Alpha-amino-epsilon-caprolactam 21568-87-6 28,50 2,46 1806,25 83,175,133

2y  Diethyl L-glutamate, N-(n- ; 2860 343 180938 84,57, 170
propyloxycarbonyl)-
Acetamide, 2-[(4,5-dihydro-2-

2 ol N-(A-qumoling)- - 28,70 236 1812,50 90, 160, 144

203 -Oxotetrahydrofuran-2-carboxylic 1126518 2870 421 181250 85,171,86
acid, ethyl ester

224 4-decylaniline 37529-30-9 28,70 1,64 1812,50 106,92, 107

225  7-tridecanone 462-18-0 28,80 2,98 1815,63 113,85,111

226 \0-Formamido-10,11-dihydro-2,3- 19172-33-9 28,90 246 181875 254,85, 113
dimethoxydibenz(b,f)oxepin

227  3-Hexanamine, 3-ethyl- 56667-17-5 29,00 1,09 1821,88 58,57,72

28 ZAcetamido-2-deoxy-o-D- 10036-64-3 29,10 2,15 182500 143,101, 61
glucopyranose

229  Benzenamine, 4-(4-pyridinylmethyl)- - 29,20 3,39 1828,13 106, 78, 183

230  Glycyl-L-histidyl-L-lysine acetate 72957-37-0 29,20 2,34 1828,13 254,150, 83
2,2'-(Ethane-1,2-

231 diylbis(oxy))bis(ethane-2,1-diyl) ; 2930 2,71 183125 113, 85,328
diheptanoate
Pentanoic acid, 2-(2-hydroxy-2-

232 methyl-4-phenylbut-3-ynyl)amino-4- - 29,30 1,56 1831,25 75,88, 144
methyl-

233 (12’;'2;:;3“'4'0“6’ 6-methyl-2-phenyl- 15463080 2930 3,00 183125 106, 105,78

234 1-Methyl-d3-2-(3-pyridyl)-pyrrolidine ~ 69980-24-1 2930 3,59 183125 87, 86, 136

235 3-(Acetyl)oxy-7,8,4trimethoxyflavone ; 20,60 2,57 1840,63 328,157,406

236 -(4-bromophenyl)-2-(piperazin-1- - 2980 2,77 1846,88 113,85,58
yl)propan-1-one

237 A4-Dimethyl6- 16769-45-2 29,90 2,50 1850,00 115,133,91
semicarbazonoheptanoic acid

233 Naphthalene, 1.6-dimethyl-4-(1- 483-78-3 29,90 3,34 1850,00 136, 168, 183
methylethyl)-

239  Hexanedioic acid, 3-methoxy-, - 30,10 2,01 185625 131,173,75
dimethyl ester

240  2-(Diethyl-phosphinoyl)-acetamide 13298-22-1 30,10 1,58 1856,25 92,134, 120
L-Homocystine, N,N'-

241 bis(dimethylaminomethylene)-, - 30,20 3,26 1859,38 85, 143,203

dimethyl ester
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APENDICES
o Nimero IR 2R m/z (padrdo de
# Composto (nome em inglé€s) CAS (min)  (s) Leatc fragmentacdo)
247 3-(Anthraniloylhydrazono)-N-(2- 350039-69-9 30,20 1,72 1859,38 120, 106, 92
ethylphenyl)butyramide
243 N-butyl-3-methoxyaniline - 30,40 3,08 1865,63 180,136, 108
244  Phenylpyruvic acid 21564-17-0 30,40 2,56 186563 180, 136, 108
(5S,8R,8as)-8-(But-3-en-1-yl)-5-((Z)-
245  pent-2-en-4-yn-1- - 30,70 2,46 187500 178,179, 92
yl)octahydroindolizine
246  Ethyl acetoacetate 2- ; 30,70 3,10 1875,00 150, 178, 136
Nitroacetylhydrazone
247 GABA - 30,70 2,11 187500 131,87,85
248  2,2-dinitrobibenzyl 16968-19-7 30,70 3,49 1875,00 102, 120, 136
249  6-benzothiazolamine 533-30-2 30,70 2,71 1875,00 150,151, 58
250  4-Methyl-2-phenylpyridine 1-oxide 80635-42-3 30,80 3,96 1878,13 185,184, 182
251 > -Ethylenebis(4-phenyl-2- 102077-35-0 31,00 2,71 1884,38 189, 103, 61
thiazolamine)
252 fhﬁﬁ?yll‘)l_‘ne'z(lH)'th‘O“e’ 4-(2- 175202-75-2 31,00 2,34 188438 136,194, 108
253 Propanoic acid, 2,3-dichloro- 565-64-0 31,20 1,72 1890,63 62,61, 106
254  Pyridine-2-carboxamidine, 1-oxide - 31,40 3,02 1896,88 78,79, 105
255  Acridine 260-94-6 31,50 3,82 1900,00 179, 177,77
256  4-octadecenal 56554-98-4 31,50 1,21 1900,00 208, 56,70
257  4>0.7-Tetrahydrobenzo[blthiophene- )5 o4 7 3160 230 190333 150,192, 168
3-carbonitrile, 2-amino-6-methyl-
258  L-methionine - 31,70 2,77 1906,67 102, 62,204
259  Pyridine, 3-propyl- 4673-31-8 31,70 3,36 1906,67 121,92,207
260  L-Aspartic acid - 31,90 2,54 1913,33 217,131, 89
261  1,3-Benzenediol, 5-(dimethylamino)- ~ 40248-00-8 31,90 3,80 191333 152,153,78
262 5-octadecenal 56554-88-2 31,90 1,46 1913,33 82, 56,70
263  P-Tetradecylaniline 91323-12-5 32,00 1,68 1916,67 106,92, 107
Carbamic acid, N-(4-acetylphenyl)-,
264 3 -ietrahydrothicnyl) ester - 3230 3,34 192667 86,87, 104
265  L,3-Epoxy-3-methylcyclooctane-2,6- ; 3240 371 1930,00 136, 83, 82
diol, diacetate
266  4-hydroxyproline - 32,40 2,26 1930,00 230,75, 88
267 peoutets NALIAmBVIEDNT T 14307.000 3240 308 1930.00 208, 106, 62
26 2-(Benzothiazol-2-ylsulfanyl)-N-(4- ; 32,50 2,65 193333 208,200, 148
isopropyl-phenyl)-acetamide
Carbonic acid, monoamide, N-
269 dodecyl., butyl ester - 32,60 1,46 1936,67 61,62,58
270 ~ Ethanamine, 1-(2-benzodioxanyl)-N- - 32,60 2,01 193667 192,58,193
(2-benzodioxanylmethyl)-
271 [1.4,5]oxadithiepane 3886-40-6 32,60 3,71 1936,67 90, 136, 137
272 (1H)Pyrrole-3-carbonitrile, 2-methyl-  26187-27-9 32,70 3,04 1940,00 106, 105, 192
273  Oxiraneoctanoic acid, 3-octyl-, cis- 24560-98-3 32,80 3,65 194333 83, 82,186
274 N:N-Trimethylenebis[s-3- 35871-60-4 32,90 1,95 194667 90, 56,58
aminopropylthiosulfuric acid]
Benzoic acid, 5-chloro-3-[[(2-
275  chloroacetyl)amino]methyl]-2- - 33,00 2,40 1950,00 182,214,242
hydroxy-, methyl ester
276 N-B3-[N-Aziridyllpropyl]-3- - 33,10 1,13 195333 58,72,86
dimethylaminopropylamine
277 Acetamide, N-[2-(2-piperidinyl)ethyl]- - 3320 3,71 1956,67 84,170, 57
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APENDICES
o Nimero IR 2R m/z (padrdo de
# Composto (nome em inglé€s) CAS (min)  (s) Leatc fragmentacio)
Androst-5-en-17-one, 3,16-
278 bis(acetyloxy)-, (38,168)- 16597-57-2 33,20 1,76  1956,67 328,120, 157
279  Nonadecanamide 58185-32-3 33,20 1,54 1956,67 96, 56, 82
230  Diethyl L-glutamate, N- ; 3330 3,57 1960,00 84,170, 57
(isopropyloxycarbonyl)-
2g1 Yaleramide, N-(2-phenylethyl)-N- - 33,40 1,58 196333 254,92, 82
hexadecyl-
3-Benzyloxycarbonyl-3-
282  hydroxypentanedioic acid, dimethyl - 33,50 2,28 1966,67 143,101, 133
ester
N-(2,6-Dimethyl-phenyl)-2-
283  phenylcarbamoylmethylsulfanyl- 350612-28-1 33,50 1,74 1966,67 120,328,106
acetamide
6-Amino-9H-purine-9-propanoic acid
284 (6-Amino-9H-purine-9-PA) 51468-09-8 34,00 2,30 1983,33 136,222,108
285  6-Methoxy-2'-nitroaurone 77764-80-8 34,00 2,73 1983,33 150, 151,58
Acetamide, N-methyl-N-[4-[4-[2-
286 hydroxyethyl]-1-hexahydropyrazinyl]- ) 34,50 2,01 200000 74,89, 56
287  Trimethoquinol - 34,50 2,71 2000,00 164, 136, 165
288  2,6-dimethoxybenzonitrile 16932-49-3 34,50 3,16 2000,00 163, 89,92
2g9  Cyclopropanecarboxylic acid, 1-cyano- 15700 0 5 3460 226 200333 121,139, 110
2-formyl-, ethyl ester, cis-
2,2"-Bis[(3-
290  dimethylaminopropyl)aminocarbonyl]ld  32276-24-7 34,70 2,01 2006,67 136,58, 56
iphenyl disulfide
N'-[1-[4-Chlorophenyl]-1H-tetrazol-5-
291 y1]-N.N-diethyl-1,3-propanediamine - 3490 1,19 2013,33 208, 58, 72
29y Ethyl 5-[2,4-dichlorophenyl]pyrazole- ; 35,00 2,54 2016,67 182,284, 184
3-carboxylate
293  1l-eicosene 3452-07-1 35,00 1,95 2016,67 136,97,58
294  Diethylmalonic acid, ethyl 4- ; 35,10 2,79 2020,00 85, 143, 145
methylpent-2-yl ester
1-(4-Fluoro-phenyl)-2-methyl-4,5-
295  dioxo-pyrrolidine-2-carboxylic acid - 3520 226 2023,33 206, 136, 207
ethyl ester
4,cis-5-Dihydroxy-2-phenyl-cis-6-
296  (tetrahydro-2-pyranyloxymethyl)- - 3530 3,12 2026,67 106,171, 105
perhydro-1,2-oxazine
297 ?;Z;‘C acid benzo[1,2,5]thiadiazol-4-yl 1753 37 6 3530 3,71 202667 152, 124,97
298  L-Glutamic acid - 3540 2,03 2030,00 85,143,171
299  L-phenylalanine - 35,60 2,71 2036,67 149,92,75
300 Methyl stearate - 35,70 2,26  2040,00 306, 75, 88
301 13-Hexyloxacyclotridecan-2-one 673-02-9 35,70 3,67 2040,00 83, 82,81
DL-Leu-DL-Val, N-
302  (methoxycarbonyl)-, methyl ester - 35,80 1,62 2043,33 56,75, 88
(isomer 2)
Fumaric acid, monoamide, N,N-
303  dimethyl-, 4-chloro-2-methylphenyl - 36,00 5,05 2050,00 126, 78,98
ester
304 \H-Pyrimidine-2,4-dione, 1-(2,3- ] 3620 3,10 205667 83.82,186
dihydroxypropyl)-
Hydrazinecarboxamide, 2-(6-
305  ethoxydihydro-2-methyl-2H-pyran- 51642-57-0 36,20 3,63 2056,67 83,82,186

3(4H)-ylidene)-, (2R-trans)-
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APENDICES
o Nimero IR 2R m/z (padrdo de
# Composto (nome em inglé€s) CAS (min)  (s) Leatc fragmentacio)

1H-2-Pyrrolecarbaldehyde, 3,4-

306  dimethyl-5-[(3,4,5-trimethyl-1H-2- - 36,50 2,15 2066,67 122,108,244
pyrrolyl)methyl]
2-Methyl-3[(E)-3-phenylprop-2-enyl]-

307  perhydropyrrolo[1,2-a]pyrazin-1,4- - 36,60 1,52 2070,00 56, 75,70
dion

308  (R)-2-Aminobutyl hydrogen sulfate 42163-16-6 36,60 1,74 2070,00 64,56, 136

309 fﬁzi)‘)nethylenedloxybenzaldehyde (3.4- ; 3690 2,93  2080,00 150,96, 300

310  2-piperidinemethanamine 22990-77-8 37,00 1,42 2083,33 56, 84, 83

311  Sophoramine 6882-66-2 37,10 2,15 2086,67 244,122,136

312  Weberine, 5-desmethoxy- 4838-93-1 37,20 2,50 2090,00 236,194,237

313 Nicotinic acid 20609-14-7 37,40 2,30 2096,67 136,222,108

314  2-(Butylamino)ethanethiol 5842-00-2 37,40 3,92 2096,67 87,86,90

315  1,4-Oxathian-2-one, 6-methyl- 7670-39-5 37,50 3,22 2100,00 87, 86,90

316  Succinic acid 22663-55-4 37,60 2,87 2103,45 148,250, 164

317  \-Pentanol, 5-[2-methyl-1- ] 3770 146 210690 56,71,70
cycloazapropyl]-

318 f_iniffon_emetha“amme’ N-N-dimethyl- 15184 960 3770 226 210690 90, 136, 108

319  N-Nonane, 1-[1-cycloazapropyl]- 14924-95-9 37,80 1,27 2110,35 56,70, 98

320  Ethyl hexamethylenedicarbamate 3066-65-7 37,90 1,58 2113,79 74,89, 102

321  Malonic acid - 38,40 2,54 2131,04 182,284,184
1,2-Ethanediamine, N,N'-dimethyl-

322 N.N"bis(I-methylethyl)- 54966-00-6 38,40 293 2131,04 87,86, 88
Ethanamine, 1,N-dimethyl-N-(n-

323 tetradecanyl)-2-hydroxy-2-phenyl- - 38,70 1,07 2141,38 254, 58,356

324  N-Formyl-L-methionine - 38,80 1,52 214483 61, 62,257
9-(2',2'-Dimethylpropanoilhydrazono)-

325  3,6-dichloro-2,7-bis-[2-(diethylamino)- - 38,90 3,57 2148,28 149,92, 83
ethoxy]fluorene

326  Benzidine 92-87-5 38,90 3,30 2148,28 184,92, 149
Ethyl 2-[3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-

327 1H-1,2,4triazol-5-yl]acetate - 39,00 2,28 2151,72 306, 220, 148

328  2-O-Tolyl-benzo[d]isothiazol-3-one - 39,20 3,78 2158,62 224,136,108

329  Heptadecanenitrile 5399-02-0 39,30 1,56 2162,07 96, 56, 82

330  LhS-Triazinedd-diamine, 6-(4-tert- 5306964 3940 277 216552 228,144,136
butylphenyl)-

331  6-hydroxyflavone 6665-83-4 39,50 2,63 216897 136,238, 86
3-(3-Chlorophenyl)-N-(2-

332 methoxyphenylmethyl)-1,2-oxazole-5- - 39,60 1,81 217241 136,404, 198
carboxamide

333 N-acetylglutamine - 39,60 2,32 217241 113,140, 158
L-Serinamide, 1-methyl-5-oxo-L-

334 prolyl-N,1-dimethyl-L-histidyl-N,1-L- 77572-76-0 39,60 2,48 217241 96, 113,97
tryptophyl-N,N,N2,0-tetramethyl-

335 Memantine 19982-08-2 39,90 2,17 2182,76 122,108, 164

336  N-[4-Cyclooctylaminobutyl]aziridine - 40,00 1,40 2186,21 70,56, 84
3-Oxazolepropanamide, N-(2-

337  fluorophenyl)tetrahydro-4-hydroxy- - 40,20 2,50 2193,10 136,96, 111
4,5,5-trimethyl-2-oxo-

338  Furan-2-carboxamide, N-butyl-N- . 4020 332 219310 95,181,96

methyl-
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APENDICES
o Nimero IR 2R m/z (padrdo de
# Composto (nome em inglé€s) CAS (min)  (s) Leatc fragmentacio)

339 Methylamine, N-(1- 18641720 4030 148 219655 56,71,70
methylheptylidene)-

340  (4-Ethoxyphenyl)ethylamine 65570-13-0 40,40 2,20 2200,00 136, 150, 108

341 Carbonic acid, monoamide, N- - 40,70 1,62 221111 62,74, 61
tetradecyl-, propyl ester

34 Isobutyric acid, a-[2.4,5- 86550-00-7 40,80 2,93 221482 136,222,108
trimethylphenyloxy]-

343  A-Hydroxystearic acid 1330-70-7 41,40 2,57 2237,04 136,356,111

344 1-(4-Methoxybenzyl)biguanidine 38164-13-5 41,40 3,49 2237,04 356,136,134
Propanoic acid, 3-hydroxy-2-

345  (hydroxymethyl)-2-methyl-, 2-(3,4- - 41,50 2,93 2240,74 252,136,74
dimethylphenyl)hydrazide

346  P-[Chlorophenyl]maleic anhydride 3152-15-6 42,20 2,03 2266,67 136,74, 86
5-Isoxazolidinecarboxylic acid, 2-

347 [23:3,6-bis-O-(I-methylethylidene)-a- (1510 585 4220 2,67 226667 96,328, 100
D-mannofuranosyl]-3,5-dimethyl-,
methyl ester, (3S-cis)-
1,4,7,10-Benzotetraoxacyclododecin,

348 23.5.6,8.9-hexahydro- 14174-08-4 42,50 2,96 2277,78 224,136, 108

349 N-[2-[1-Piperazylethyl]-N-[2- 62220-23-9 42,50 2,05 227778 56,99, 116
thiophosphatoethyl]-1,3-propanamine

350  N-[12-Aminododecyl]aziridine - 42,70 1,44 2285,19 58,70, 56

351 |-Methyl-8-propyl-3,6- 138023-30-0 42,90 2,87 2292,59 136,224, 90
diazahomoadamantan-9-ol

352 Methylcysteine - 43,00 1,66 2296,30 62,74, 56

353 1,8-Diazacyclotetradecane-2,9-dione 5776-79-4 43,00 2,50 2296,30 96,97, 86

354  12-Hydroxystearic acid 106-14-9 43,20 3,75 2303,85 60,73,83

355 :;?&Dlmeth""y'z'b‘phenylcarboxyhc 162137-38-4 43,50 3,69 231539 258, 136,259

356  3-Hydroxy-dl-kynurenine 2147-61-7 43,80 2,63 2326,92 250,162,206

357 Carbonic acid, monoamide, N-ethyl-, i 4390 226 233077 90,58, 56
decyl ester

353  Perhydrohistrionicotoxin, 2-depentyl-,  ¢)¢5 53 9 4390 113 233077 208, 209,97
methoxyformate(ester)
4H-1-Benzopyran-4-one, 3-(3,4-

359 dimethoxypheny1)-6,7-dimethoxy- 24126-93-0 44,10 1,21 233846 342,74,58

360  3-Pyridinecarboxylic acid, 4-hydroxy- 609-70-1 44,10 3,71 233846 95,181,139
9-Acetamido-1-(4-

361  acetoxyphenylmethyl)-3,6- 147084-74-0 44,20 2,54 234231 136,224, 82
diazahomoadamantane

32 Aminoacetamide, NomethylN-[4-(1- 15404557 9 4450 283 235385 121,56, 136
pyrrolidinyl)-2-butynyl]-
3-Amino-3-(6,7,9,10,12,13-hexahydro-

363  5,8,11,14-tetraoxa-benzocyclododecen- - 4480 2,96 2365,39 252,136,74
2-yl)- propionic acid

364  Succinic acid, 2-propyl propyl ester - 45,00 1,95 2373,08 101,208, 56

365 LS-Dimethyl3.6- - 4510 1,78 237692 96,56, 58
diazahomoadamantan-9-ol
L-Ornithine, N,N'-

366  bis(isopropyloxycarbonyl)-, methyl - 45,10 2,46 2376,92 328,111,96
ester
Propanoic acid, 3-hydroxy-2-

367  (hydroxymethyl)-2-methyl-, 2-(2,4- - 4520 3,02 2380,77 118,252,136
dimethylphenyl)hydrazide

368  Dicyclohexyl-4,4'-diol 20601-38-1 45,50 2,20 239231 80,92, 81
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APENDICES
o Nimero IR 2R m/z (padrdo de
# Composto (nome em inglé€s) CAS (min)  (s) Leatc fragmentacio)
369 Propionitrile, 3-di3- 64971-37-5 4590 1,56 240769 70, 85,240
dimethylaminopropyl)amino-
370 lloféﬁ;i‘oxabomlan"""ne’ 2methyl-S54518.06-8 4630 277 242308 90,62, 132
371  L-cysteine - 46,60 2,46 2434,62 75,103,163
372 Octadecylamine 2439-55-6 47,00 1,25 2450,00 58,57,282
373 T-Isosparteine 6838-37-5 4730 2,44 2461,54 56,70,75
374  L-lysine - 47,70 3,57 247692 171,129, 85
375  L-histidine - 49,60 2,93 2554,17 82,137,181
376 if;ﬁ;ienz"pym“""one’ O-hydroxy-2- »5105.12-0 5030 3,06 258333 282,136, 176
377  6-Hydroxynicotinic acid 54255-48-0 50,30 3,92  2583,33 268, 136, 134
37 Arachidonoyl-N-methyl amide, N- - 50,60 2,54 259583 92,80, 68
(pentafluoropropionyl)-
Thiosulfuric acid S-2-[[4-[[-1-
379  pyrrolidinyl]carbonyl]butyl]amino]ethy - 51,00 1,93 2612,50 64, 56,70
1 ester
330  |-Cyclohexyl-2-methyl-4- - 5120 1,95 262083 131,118,132
phenylimidazoline
381 i;%‘Naphthyl)'z'hyd“’xypmpanmc 10441-53-9 5120 390 262083 171,129, 90
382  9-Octadecenoic acid, methyl ester, (E)- 1937-62-8 51,70 2,07 2641,67 58,208, 72
3g3 148 11-Tetraazacyclotetradecanc, 41203229 52,10 137 265833 58,57,72
1,4,8,11-tetramethyl-
384  L-tyrosine - 52,20 3,88 2662,50 108, 165,207
9,10-Anthracenedione, 1-
385  (methylamino)-4-[(4- 128-85-8 52,20 6,24  2662,50 342,74,430
methylphenyl)amino]-
386  2-Hydroxyethyl 2,4-dihydroxybenzoate = 145073-32-1 52,20 0,74 2662,50 136, 404, 198
387  2(1H)-Naphthalenone, 3,4-dihydro- 530-93-8 52,20 2,93 2662,50 104, 280, 146
3gg  Acetamide, N-[4-[2-(2- - 53,60 337 2722,73 310,90, 60
pyridinylamino)-4-thiazolyl]phenyl]- ’ ’ ’ o
389  L-tryptophan - 53,90 4,15 2736,36 131,132,208
390  Tridecanoic acid 638-53-9 54,00 2,83 274091 60, 73,56
391  N-[[6-Cyclooctylaminohexyl]aziridine - 54,10 1,89 274546 58,208, 72
392  N-Isopropyl-thiopropionamide - 56,10 2,11 2836,36 131,208,118
393 Octocrylene 6197-30-4 56,10 4,08 2836,36 249,233,205
Pyrrolidine-3-carboxamide, 1-(4-
394  butylphenyl)-5-0x0-N-(2- - 56,60 4,82  2859,09 354,90, 162
fluorophenyl)-
4-Methoxy-1,5,6,7-
395  tetramethylbicyclo(2,2,2)octan-2-one - 56,80 1,97 2868,18 208, 282, 58
oxime
396  Octanamide, N-(2-butyl)-N-methyl- - 57,00 1,50 2877,27 208, 58,74
3,4-Oxazolidinedicarboxylic acid, 2-(1-
397 hylethyl) Smethyl aster, (QR-cis). 104173264 5790 433 - 174, 56,230
1-3-
398 (Cyclohexylamino)propyl)guanidine i 5830 3,37 i 60,73, 56
399 ZPiperazineacetioacid, 3-oxon eyl 3349354 5900 244 - 186,208.58
go0  JH-Carbazole l-carboxylic acid, 4- 77828-60-5 59,20 4,37 - 118, 340, 60

(1H-indol-3-yl)-, methyl ester
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o Numero IR 2R m/z (padrdo de
# Composto (nome em inglé€s) CAS (min)  (s) fragmentacdio)

Itr € 0 tempo de retengdo de um pico na primeira dimensdo de um sistema bidimensional abrangente e *#r é o tempo de
retengéo de um pico na segunda dimensao. /e € 0 indice de retengdo calculado. A comparacdo dos dados de / com a
literatura nao foi feita porque a maioria dos compostos sdo derivados de PCF, sem valores de / reportados. As intensidades
de pico dos espectros de massas, em ordem decrescente, representaram o padréo de fragmentagdo m/z dos compostos.
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f) Analise PCA untargeted
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Figura A8 - Porcentagem de variancia explicada de acordo com o niimero de PCs.

g) Resultado do médulo Enrichment Analysis do MetaboAnalyst

Tabela A3 - Resultados da analise untargeted de enriquecimento (enrichment) de vias metabolicas.

Conjunto de metabdlitos Total Hits Expect p-valor
Arginine and Proline Metabolism 52 2 0,519 0,091
Ketone Body Metabolism 13 1 0,130 0,123
Alpha Linolenic Acid and Linoleic Acid 17 1 0,170 0,158
Metabolism

Spermidine and Spermine Biosynthesis 18 1 0,180 0,166
Butyrate Metabolism 19 1 0,190 0,175
Mitochondrial Electron Transport Chain 19 1 0,190 0,175
Carnitine Synthesis 22 1 0,220 0,200
Oxidation of Branched Chain Fatty Acids 26 1 0,259 0,232
Phytanic Acid Peroxisomal Oxidation 26 1 0,259 0,232
Phenylalanine and Tyrosine Metabolism 27 1 0,269 0,240
Selenoamino Acid Metabolism 27 1 0,269 0,240
Citric Acid Cycle 32 1 0,319 0,278
Nicotinate and Nicotinamide Metabolism 35 1 0,349 0,300
Aspartate Metabolism 35 1 0,349 0,300
Fatty Acid Biosynthesis 35 1 0,349 0,300
Histidine Metabolism 42 1 0,419 0,350
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Conjunto de metabolitos Total Hits Expect p-valor
Glutamate Metabolism 48 1 0,479 0,389
Warburg Effect 57 1 0,569 0,445
Valine, Leucine and Isoleucine Degradation 59 1 0,589 0,456
Purine Metabolism 73 1 0,729 0,532

Tabela A4 - Metabolitos usados nas analises de vias metabolicas e seus identificadores HMDB, PubChem e

KEGG.
Query MetaboAnalyst match name ~ HMDB PubChem  KEGG
Methylcysteine Methylcysteine HMDB0002108 24417 C22040
N-Acetyl-L-methionine N-Acetyl-L-methionine HMDBO0011745 448580 C02712
Methyl stearate Methyl stearate HMDB0034154 8201 -
Linoleic acid Linoleic acid HMDB0000673 5280450 C01595
3,4- 3,4- HMDB0032612 8438 C10812
Methylenedioxybenzaldeh =~ Methylenedioxybenzaldehy
yde de
2-Heptanone 2-Heptanone HMDB0003671 8051 C08380
Nicotinic acid Nicotinic acid HMDBO0001488 938 C00253
6-Amino-9H-purine-9- 6-Amino-9H-purine-9- HMDB0029939 255450 -
propanoic acid propanoic acid
Spermine Spermine HMDBO0001256 1103 C00750
L-Methylselenocysteine Se-Methylselenocysteine HMDB0004113 147004 C05689
Phenylpyruvic acid Phenylpyruvic acid HMDB0000205 997 C00166
D-Arabinose D-Arabinose HMDB0029942 444173 C00216
N-Formyl-L-methionine N-Formyl-L-methionine HMDBO0001015 439750 C03145
Isopropyl hexadecanoate Isopropyl hexadecanoate HMDB0035474 8907 -
Adenine Adenine HMDBO0000034 190 C00147
Hexyl acetate Hexyl acetate HMDB0029980 8908 -
Phenyl acetate Phenyl acetate HMDBO0040733 31229 C15583
Succinic acid Succinic acid HMDB0000254 1110 C00042
N-Acetyl-L-glutamic acid ~ N-Acetyl-L-glutamic acid HMDBO0001138 70914 C00624
6-Hydroxynicotinic acid 6-Hydroxynicotinic acid HMDB0002658 72924 C01020
Malonic acid Malonic acid HMDB0000691 867 C00383
Octadecylamine Octadecylamine HMDBO0029586 15793 -
4-Hydroxyproline 4-Hydroxyproline HMDB0000725 5810 C01157
1-Methylhistidine 1-Methylhistidine HMDB0000001 92105 Co01152
1-(2-Hydroxy-4,6- Xanthoxylin HMDB0029645 66654 C10726

dimethoxyphenyl)-
ethanone
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Tabela AS - Nomes e importancia (impact) das vias metabolicas na analise untargeted de metabolitos.

Match

Pathway name status p-value Impact
Arginine and proline metabolism 2/36 0,024549  0,02093
Phenylalanine, tyrosine and  tryptophan 1/4 0,027671 0
biosynthesis
Linoleic acid metabolism 1/5 0,034479 1,0
Phenylalanine metabolism 1/8 0,054645  0,2619
Arginine biosynthesis 1/14  0,093831 0
Butanoate metabolism 1/15 0,10022 0
Nicotinate and nicotinamide metabolism 1/15 0,10022 0
Histidine metabolism 1/16 0,10656 0
Citrate cycle (TCA cycle) 1720  0,13154 0,03273
Selenocompound metabolism 1/20 0,13154 0,06818
beta-Alanine metabolism 1/21 0,13768 0,05597
Propanoate metabolism 1/22 0,14378 0
Alanine, aspartate and glutamate metabolism 1/28  0,17959 0
Glutathione metabolism 1/28 0,17959 0
Biosynthesis of unsaturated fatty acids 1736 0,22521 0
Fatty acid biosynthesis 1/47 0,28418 0
Purine metabolism 1/70  0,39451 0,01908
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APENDICE 2 — Analise de material particulado (PTS e MP25) em Brumadinho usando
DI-SPME-GCxGC/Q-TOFMS

a) Sistema cromatografico

Figura A9 - Sistema GCxXGC utilizado na otimizagdo do procedimento de extragdo de VOCs/agrotoxicos € nas

analises de amostras de MP
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b) Otimizacio

(s) g

Figura A10 - Diagramas de cores mostrando os resultados da otimizac¢do do periodo de modulagdo. (A) Pv =6 s.

(B) Py = 8 s. Foi utilizada um mistura-padrdo de agrotoxicos (500,0 ug L.
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¢) Compostos identificados

Tabela A6 - Compostos identificados nas amostras de PTS e MP, s das campanhas 1 ¢ 2.

R "t ’t, m/z m/z m/z
# Composto (em inglés) Grupo (min)  (s) Leatcutado  literatura (1) ) 3)
1 3-Amino-1-propanol AVOC 3,13 6,23 813,3 773
2 Ethanol, 2-propoxy- AVOC 3,26 1,00 820,0 816
3 Propanoic acid, 2-methyl-, 2- AVOC 326 141 8200 318
propenyl ester
4 Propylene glycol propyl ether AVOC 326 2,41 820,1 801
5 Butane, 2-chloro-2,3-dimethyl- AVOC 3,39 0,60 826,6 831
6 Toluene AVOC 3,39 6,84 8l14,1 794
3-Furancarboxylic acid,
7 tetrahydro-4-methylene-5-oxo-2- BVOC 340 7,64 814,3 - 77 91 51
propyl-, 2R,3S)-rel-
g o-Amino-d- AVOC 3,53 784 8334 - 41 40 42
methylphenyl)propionic acid
9 Propanenitrile, 3-hydroxy- AVOC 3,53 7,03 8334 807
10 1-Butanol, 2,3-dimethyl- AVOC 3,66 0,80 840,1 835
11 1-Octen-3-yne BVOC 3,66 5,23 8429 824
12 Ethyl glycolate AVOC 3,93 2,41 8713 829
13 Chloroacetic acid allyl ester AVOC 3,93 1,61 8534 870
14 1H-Pyrazole, 4-chloro- AVOC 4,20 1,81 866,7 867
15 3-Cyclopentyl-1-propyne AVOC 433 6,63 906,6 857
16 Santolina triene BVOC 4,33 1,81 906,7 908
17 Propane, 1-isothiocyanato- AVOC 446 9,04 880,1 881
18  Oxirane, [(2-propenyloxy)methyl]- AVOC 4,59 1,00 886,6 869
19  Cyclohexene,3-(2-propenyl)- AVOC 4,73 1,01  926,6 923
20  Styrene AVOC 5,13 5,02 9133 893
71 1,3,5(10),7-Estratetraen-3,17B-diol AVOC 5.6 261 9200 B 41 40 55
3-sulfate
2H-1-Benzopyran-2-one, 7-
22 hydroxy-5.6-dimethoxy- AVOC 5,53 5,43 966,06 133 77 151
23 2,5-Hexanedione BVOC 5,66 1,21 940,0 921
24 Bicyclo[4.2.0]octa-1,3,5-triene AVOC 5,66 342 9733 927
25 Benzoic acid, 2-amino-4-methyl- AVOC 5,66 1,21 940,1 949
26 3-Heptanone, 5-methyl- BVOC 6,06 1,00 9599 944
27  2,5-Octanedione AVOC 6,06 1,00 960,0 984
28  2,3-Octanedione AVOC 6,06 1,61 960,1 984
29  2(BH)-Furanone, dihydro-4,5- AVOC 620 201 9667 962
dimethyl-
30  [exanoicacid, Smethyl, metyl avoc 659 080 9866 993
3] ]jslisnmc acid, 4-chloro-, methyl AVOC 673 141 9934 972
32 Benzene, 1-methyl-4-propyl- AVOC 6,73 1,21 1020,0 1040
33 1-Methylcycloheptanol AVOC 6,86 0,80  999,9 1009
34  Benzaldehyde BVOC 6,99 1,41 1030,0 982
35 1-Hexanol, 2-ethyl- BVOC 7,39 1,01 1044,9 1030
36  2-Propyl-1-pentanol AVOC 7,53 0,80 1050,0 1053
37  2-Octenal, (E)- BVOC 7,53 0,80 1050,0 1060
38 Benzene, (bromomethyl)- AVOC 8,19 1,41 1075,0 1061
39 Benzeneethanamine AVOC 8,20 1,41 10750 1102
40  3,4-Hexanediol, 2,5-dimethyl- AVOC 833 0,80 1055,0 1013
41 Benzeneacetaldehyde AVOC 8,46 1,41 1059,9 1045
42 5-Undecene, (E)- AVOC 8,46 1,01 10850 1082
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A 't R ’t R m/z m/z m/z
# Composto (em inglés) Grupo (min)  (s) Leatcutado  Mliteratura (1) ) 3)
43  Benzaldehyde, 3-methyl- BVOC 8,73 1,41 1070,1 1070
44  2,5-Hexanediol, 2,5-dimethyl- AVOC 8,86 1,00 1074,9 1059
45 Benzoyl chloride AVOC 8,86 1,41 1100,0 1095
46 Acetophenone AVOC 9,13 1,81 1110,0 1042
3-Pyridineacetonitrile, a-[(3,4-
47  dimethoxyphenyl)methylene]-, AVOC 9,66 1,21 1130,0 - 267 207 57
(0Z)-
48 Naphthalene, 1,2-dihydro- AVOC 9,79 1,41 11349 1133
49 é,%—_Dlmethyl—l,3,5,7-octatetraene, BVOC 9,80 121 11350 1131
50 Cyclodecane AVOC 10,06 1,01  1145,0 1147
51 Benzenamine, N-ethyl- AVOC 10,19 1,41 1150,0 1128
52 Acetic acid, 2-ethylhexyl ester BVOC 10,33 1,00 11299 1129
53 Isophorone BVOC 10,33 1,41 11299 1124
54  Cyclodecene, (2)- AVOC 10,33 1,41 1130,0 1128
55  2-Nonenal, (E)- BVOC 10,46 1,01 1160,0 1162
Dimethylmalonic acid,
>6 monochloride, isobutyl ester AVOC 10,46 1,00 11351 1145
Bicyclo[3.1.1]heptan-3-ol, 6,6-
57  dimethyl-2-methylene-, [1S- AVOC 10,60 1,01 11650 1139
(lo,30,50)]-
Bicyclo[3.1.1]heptan-3-one, 2,6,6-
58 trimethyl-, (16,28,5:)- AVOC 10,73 1,81 1170,0 1173
59  2H-1-Benzopyran, 3,4-dihydro- AVOC 11,13 1,61 11850 1184
60 1-Dodecene BVOC 11,26 1,21  1190,0 1190
61  L3-Dihydroxy-2-methyl-9,10- BVOC 1139 281 11949 - 207 77 78
anthraquinone
62  Terpinen-4-ol BVOC 11,39 1,21 11949 1177
63 1-Nonanol BVOC 11,53 0,80 11749 1173
64  Phenol, 2,4-dichloro- AVOC 11,53 1,41 11749 1169
65  Benzaldehyde, 4-ethyl- BVOC 11,66 1,81 1205,0 1180
66 Octanoic acid, ethyl ester BVOC 11,66 1,01 12050 1196
Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-
67 methylethyl)-, (1a,28,58)- BVOC 11,66 0,80 1180,1 1182
6y Furan, 2-(2-furanylmethyl)-5- AVOC 11,66 141 1180, 1190
methyl-
69 Naphthalene, 1,4,5,8-tetrahydro- AVOC 11,79 2,01 1210,0 1189
70  Decanal BVOC 12,06 1,01 1220,0 1206
71 trans-Cinnamaldehyde BVOC 12,06 1,81  1220,0 1234
Cyclohexanol, 4-(1,1-
72 dimethylethyl)- AVOC 12,06 1,01 1220,0 1214
73 Cinnamaldehyde, (E)- BVOC 12,20 2,01 1225,0 1270
74 1-Octadecyne BVOC 12,33 1,41 1230,0 1238
75 Carvenone BVOC 12,33 1,61 1230,0 1257
76 Benzylidenemalonaldehyde AVOC 12,46 1,81 1209,5 1217
77 1H-Inden-1-0l, 2,3-dihydro- AVOC 12,46 1,81 12350 1230
78 Benzaldehyde, 4-(1-methylethyl)- BVOC 12,46 1,81  1235,0 1239
79 1-Decanol BVOC 12,59 1,01 1240,0 1273
80  Benzothiazole BVOC 12,73 2,01 1245,0 1229
81 1-Methoxydecane AVOC 12,73 1,01 12450 1227
82 Benzaldehyde, 2,5-dimethyl- BVOC 12,86 1,61 1223,8 1208
83  Ethanone, 1-(2,4-dimethylphenyl)- AVOC 12,86 1,61 12238 1221
84 g :g“ran'3'yl)'z'methylpem'1'”' BVOC 13,13 161 12599 1278
85 D-Carvone BVOC 13,13 1,61 1260,0 1246
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't ’t m/z m/z m/z
# C t inglé G R R [cacua o [ieraura
omposto (em inglés) Tupo (min)  (s) Jeulad Jiterat (1) @) 3)

86  Phenol, 4-(2-propenyl)- BVOC 13,26 2,21 1265,0 1255

g7  Denzenemethanol, 2-methyl-, AVOC 13,53 1,81 12750 1287
acetate

88  Anecthole BVOC 13,66 1,81 1280,0 1286

89  Ethanone, 1-(4-ethylphenyl)- BVOC 13,66 2,21 1280,0 1277

90 Benzaldehyde, 2,4-dichloro- BVOC 13,93 1,61 12619 1251

91 1-Octanol, 2-butyl- BVOC 13,93 1,01 1290,0 1277

9y  Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1- AVOC 1433 121 13050 1294
methylethyl)-, acetate

93 3-Buten-2-one, 4-phenyl-, (E)- BVOC 14,33 1,81 1305,0 1330

94  ortho tert-Butyl cyclohexyl acetate AVOC 14,46 1,21 1309,9 1321
Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-

95 methylethyl)-, acetate, (10,28.58)- AVOC 14,46 1,21  1310,0 1305

96  \H-Indene,2.3-dihydro-4,7- AVOC 1459 181 12857 1282
dimethyl-

97  Ocxirane, decyl- AVOC 14,59 1,01 13150 1307

98 Benzene, (3-methyl-2-butenyl)- AVOC 14,73 2,01  1320,0 1318

99 1,8-Octanediol AVOC 14,73 1,01 1320,0 1314

100  Phenol, p-tert-butyl- AVOC 14,86 2,01 12953 1295

101  p-Cymen-7-ol BVOC 14,86 1,41 12953 1289

102 Cyclododecane AVOC 14,99 1,01 1330,0 1330

103 Undecanal BVOC 15,13 0,80 1305,5 1307

104 n-Butyric acid 2-ethylhexyl ester AVOC 15,13 1,01 1335,0 1317

105  Phthalic anhydride AVOC 1526 2,41 1339,9 1316

106  2-Undecanol BVOC 15,39 1,00 1316,6 1307

jo7 0-Octen-l-ol, 3,7-dimethyl-, BVOC 1539 121 13450 1354
acetate

108 Cyclohexene,l-cyclohexyl- AVOC 15,53 1,61 1350,0 1345

109  4-tert-Butylcyclohexyl acetate AVOC 15,53 1,21 1350,0 1368

j19 Dimethyl . AVOC 15,66 141 13549 1354
morpholinophosphoramidate

111  Benzoic acid, 2-methylpropyl ester BVOC 15,79 1,21  1333,3 1321

112 4H-1-Benzopyran-4-one, 2-(2- BVOC 15,79 241 13599 - 133 105 77
amino-3-methoxyphenyl)-

113 Naphthalene, S-cthyl-1,2,3,4- AVOC 1579 201 13600 1354
tetrahydro-

114  Dihydrojasmone BVOC 15,80 1,21  1360,0 1369

115 2-Cyclohexen-l-ol, 2omethyl-5-(1- - gy 580 181 13334 1336
methylethenyl)-, acetate

116 Cyclodecanone AVOC 15,80 1,00 13334 1385

117 ]:s‘zre‘rze“eace“c acid, o-oxo- ethyl o0 1606 281 13700 1375
4-Hydroxy-2,6,6-trimethyl-3-

118 oxocyclohexa-1,4- BVOC 16,19 1,21  1350,0 1347
dienecarbaldehyde

119  1H-Indene-1,3(2H)-dione AVOC 16,19 2,81 13749 1358

120 Benzoicacid, 3,4-dimethyl-, BVOC 16,19 221 13750 1355
methyl ester

121  1-Pentanone, 1-phenyl- BVOC 16,19 3,02 13750 1374

122 Pyridine, 3-(1-methyl-2- AVOC 1620 201 13750 1361
pyrrolidinyl)-, (S)-

123 n-Decanoic acid BVOC 16,33 1,21 13799 1373

124 1,13-Tetradecadiene BVOC 16,33 1,21  1380,0 1383

125 Naphthalene, 1.2.3.4-tetrahydro- — \yn 1633 g1 13800 1383

5,7-dimethyl-
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A 't R ’t R m/z m/z m/z
# Composto (em inglés) Grupo (min)  (s) Leatcutado  Mliteratura (1) ) 3)
126  trans-2-Decenoic acid BVOC 16,59 1,01 1390,0 1392
1p7 Benzene, 2.4-diisocyanato-1- AVOC 16,60 181 13667 1352
methyl-
128  1-Undecanol BVOC 16,73 1,00 13722 1371
129 Decanoic acid, ethyl ester (Ethyl BVOC  16.86 121 14000 1396
Decanoate)
130  Diphenyl ether AVOC 17,26 2,01 1416,6 1404
131 Dodecanal BVOC 17,26 1,21 1416,6 1409
132 1,3-Benzenediamine, 4-methyl- BVOC 17,26 3,01 1394,5 1417
2-Propenoic acid, 3-(2-
133 droxyphenyl)-. methyl ester BVOC 1739 3,02 14222 1430
134  Naphthalene, 1,4-dimethyl- AVOC 17,66 1,81 1433,3 1436
135  Acetic acid, decyl ester BvVOC 17,79 1,00 1416,6 1408
136  1-Tetradecyne AVOC 17,79 1,00 1416,6 1397
137 Cyclohexanamine, N-cyclohexyl- AVOC 17,80 1,41 1438,9 1442
138  1H-Pyrrole, 1-(4-methylphenyl)- AVOC 17,80 2,01 1438,9 1364
139  10-Undecynoic acid, methyl ester BVOC 17,93 1,81 14444 1446
140  2-Propenoic acid, 3-phenyl- BVOC 17,93 241 1422,3 1435
141 fs‘g‘;nmc acid, 2-methyl-, octyl AVOC 17,93 1,00 14223 1431
142  Ethanone, 1,1'-(1,4-phenylene)bis- AVOC 18,06 2,41 1450,0 1461
143 Donanoicacid, 9-0x0-, methyl BVOC 18,06 2,01 1450,0 1436
144 f;grzmc acid, 2-hydroxy-, butyl AVOC 18,19 141 14333 1436
145  1-Dodecanol BVOC 18,33 1,00 1438,8 1473
146  2-Dodecenal, (E)- BVOC 18,33 1,21  1461,1 1468
147  Octanedioic acid, dimethyl ester BVOC 18,33 1,41 1461,1 1448
148  Quinoline, 2,4-dimethyl- AVOC 1833 2,21  1461,1 1454
149  Diisopropyl adipate AVOC 18,46 1,21 1466,7 1464
Naphthalene, decahydro-1,4a-
150 dimethyl-7-(1-methylethyl)-, [1S- AVOC 18,59 1,61 14722 1470
(lo,4a0,70,8aB)]-
151 Dodecane, 1-chloro- AVOC 18,86 1,21 1483,3 1469
152 5-Methyl-2,4-diisopropylphenol BVOC 18,86 1,81 14833 1496
153  trans-B-Ionone BVOC 18,86 2,21 1483,3 1486
Heptanedioic acid, 4-methyl-,
154 . AVOC 18,86 1,00 1461,2 1458
dimethyl ester
155 Naphthalene, 1,8-dimethyl- AVOC 18,99 1,81 1466,6 1472
156 1-Pentadecene BVOC 19,00 1,01 1488,9 1492
157  4-Isopropylphenylacetic acid AVOC 19,13 2,01 14944 1514
158 Benzoic acid, p-tert-butyl- BVOC 19,13 2,01 14944 1479
159 Benzene, 1,2-dimethoxy-4-(1- AVOC 19,13 241 14944 1492
propenyl)-
160 2-Hexyl-1-decanol BVOC 19,39 1,21 1505,5 1504
161 Etymemazine AVOC 19,53 442 1511,1 - 156 327 405
162  (Z)-4-(But-1-en-1-yl)guaiacol BVOC 19,53 2,41 14889 1479
163 >-Buten-2-one, 4-(2.6,6-trimethyl- e 953 a1 15110 1490
1-cyclohexen-1-yl)-
164  3-tert-Butyl-4-hydroxyanisole BVOC 19,66 1,61 14944 1497
165 Denzaldehyde, 2-chloro-4- BVOC 19,66 2,01 1516,7 1523
hydroxy-
166  2,4-Di-tert-butylphenol BVOC 19,79 1,41 15222 1519
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R "t ’t, m/z m/z m/z
# Composto (em inglés) Grupo (min)  (s) Teatculado  Dliteratura (1) @) 3)
Azulene, 1,2,3,5,6,7,8,8a-
167 octahydro-1,4-dimethyl-7-(1- AVOC 19,93 1,61 1505,3 1505
methylethenyl)-, [1S-(1a,70,8a8)]-
168  Phenol, 2,5-bis(1,1-dimethylethyl)- BVOC 19,93 1,21 1527,8 1514
169  o-Hydroxybiphenyl BVOC 20,06 2,21 15333 1507
170  Nonanedioic acid, dimethyl ester BVOC 20,20 1,01 15389 1547
j71 Benzene, 1.23-trimethoxy-3-(2- \yoc 2033 020 15444 1554
propenyl)-
(8R,8aS)-8,8a-Dimethyl-2-
172 (propan-2-ylidene)-1,2,3,7,8,8a- BVOC 20,33 1,61 15444 1540
hexahydronaphthalene
173 Butanoic acid, 3-methyl-, 3,7- BVOC 2046 121 15500 1561
dimethyl-6-octenyl ester
174  Naphthalene, 2,3,6-trimethyl- AVOC 20,46 2,01 1550,0 1541
2(4H)-Benzofuranone, 5,6,7,7a-
175 tetrahydro-4.4,7a-trimethyl-, (R)- BVOC 20,60 2,41 1555,6 1532
176  Ledol BVOC 20,60 1,81 1555,6 1565
177  Benzene, pentachloro- AVOC 20,73 2,01 1536,9 1511
17y Cedranoxide, 8,14- (8,14- BVOC 21,13 1,00 1552,6 1545
Cedranoxide)
1H-Cycloprop[e]azulen-4-ol,
179  decahydro-1,1,4,7-tetramethyl-, AVOC 21,13 1,61 1577,8 1591
[1aR-(1aa,4B,4aB,70,7aB,7ba)]-
180 1-Dodecanol, 3,7,11-trimethyl- BVOC 21,53 1,00 15684 1571
181  &-Undecalactone BVOC 21,53 1,41 15684 - 41 57 69
182  Diethyltoluamide AVOC 21,53 2,01 15944 1571
Benzene, 1,1'-
183 (chloromethylene)bis- AVOC 21,66 2,01  1600,0 1596
184  Diphenyl sulfide AVOC 21,66 2,41 1573,7 1565
Glutaric acid, but-3-yn-2-yl
185 . AVOC 21,79 1,21  1578,9 1580
isobutyl ester
186 2 »A-Trimethyl-13-pentanediol — \y60 5179 141 16062 1588
diisobutyrate
187  Cedrol BVOC 21,80 4,02 1606,2 1598
188  9-Dodecyn-1-ol AVOC 21,80 1,61 1579,0 1543
189  Diethyl Phthalate AVOC 21,93 2,21 1612,5 1564
190  2-(Methylmercapto)benzothiazole =~ AVOC 22,06 2,61 1618,7 1607
191 Citronellyl valerate BVOC 22,20 1,21 1625,0 1625
192  2-Tetradecanone BVOC 22,59 5,02 1611,7 1597
193  Tetradecanal BVOC 22,59 1,21 1611,7 1613
2(3H)-Naphthalenone,
4,4a,5,6,7,8-hexahydro-4,4a-
194 dimethyl-6-(1-methylethenyl)-, BVOC 22,59 1,41 1643,7 1645
[4R-(40,420,6P)]-
195 Benzophenone BVOC 22,59 2,41 1643,7 1628
196 Nonane, 1,9-dibromo- AVOC 22,73 4,82 1617,7 1607
197  Octadecane, 1-(ethenyloxy)- AVOC 22,73 1,21 1617,7 - 41 43 57
198 gla"y"phy”a"‘(lz)’g(]3)'d‘e“'5“‘ AVOC 22,99 121 16294 1637
199  Oxirane, tetradecyl- AVOC 23,00 1,01 1662,5 1692
200 Cyclopentaneacetic acid, 3-oxo-2- AVOC  23.13 181 16687 1649
pentyl-, methyl ester
201  2-Benzothiazolamine, N-ethyl- AVOC 23,13 3,02 1668,7 1595
202  Methyl jasmonate BVOC 23,13 1,81 16354 1638



231

APENDICES
't ’t m/z m/z m/z
# C t inglé G R R [cacua o [ieraura
omposto (em inglés) Tupo (min)  (s) leulad literat (1) 2) 3)
Cyclopentaneacetic acid, 3-oxo0-2-
203  (2-pentenyl)-, methyl ester, AVOC 23,26 1,81 1675,0 1685
[la,20(Z)]-
204  Fenatrol (Atrazine) AVOC 23,53 2,61 1687,5 1789
205 1-Heptadecene BVOC 23,66 1,01 1693,7 1692
206 \,>-Benzenediol, 3,5-bis(l,1- AVOC 2366 020 16938 1683
dimethylethyl)-
207 2-Hexadecanol BVOC 23,80 1,01 1700,0 1702
208  Cyclotetradecane AVOC 2393 1,00 1670,5 1673
209  2-Pentadecanol BVOC 23,93 1,21 1706,2 1710
210  3-Tetradecanol AVOC 24,06 1,41 1712,5 1699
211  7-Tetradecanol AVOC 24,19 1,21 1682,3 1666
212 Lindane AVOC 24,19 2,21 1718,7 1693
213 2610-Dodecatrien-1-ol, 37.11- - pyoe 9400 161 17188 1713
trimethyl-
214 4-Androsten-178-0l-3-one AVOC 2420 0,60 16824 - 73 461 461
glucosiduronate
215 Benzoic acid, 2-ethylhexyl ester BVOC 2433 1,61 17250 1735
216 Benzoicacid, 3.4.5-trimethoxy-,  pyac 9450 241 17374 1674
methyl ester
217 Eﬁ:j;ﬂemethan"l’ Zmethyl-o-— ayoc 2459 241 17375 1727
218 Benzoic acid, 2,3,6-trichloro- BVOC 24,60 2,41 1737,5 1740
219 Pentadecanal- BVOC 24,86 1,00 1712,5 1715
220 Monoethyl phthalate AVOC 24,86 2,01 17499 1651
221 9H-Fluoren-9-one BVOC 24,99 2,81 1756,2 1752
222 Phenol, 2-(1-phenylethyl)- AVOC 25,13 2,01 17250 1721
223  Tetradecanoic acid BVOC 2540 1,21 17750 1768
3,5-di-tert-Butyl-4-
224 hydroxybenzaldehyde AVOC 25,53 1,81 17812 1772
25 Benzamide, 2-fluoro-N-ethyl-N-— v 9566 301 1750,1 1801
octadecyl-
226  Dibutyl adipate AVOC 25,93 1,41 17625 1766
227  Anthracene AVOC 25093 2,61 1800,0 1758
228 Benzenamine, 2,4,6-tribromo- BVOC 25,93 1,41 1800,0 1806
229  n-Dodecyl methacrylate AVOC 26,06 1,21  1768,7 1775
230  Trifluoroacetoxy hexadecane BVOC 26,06 0,80 1806,6 1813
231  Tris(1-chloro-2-propyl)phosphate ~ AVOC 26,19 2,01 1813,3 1814
Benzene, 1,1'-[1,2-
232 ethanediylbis(oxy)]bis- AVOC 26,33 2,41 1820,0 1811
1,4-Benzenediol, 2,5-bis(1,1-
233 dimethylethyl)- AVOC 26,33 1,21 1820,0 1823
234 Butyric acid, dodecyl ester AVOC 26,46 1,21 17874 1780
235 Hexadecanal BVOC 26,46 1,21 1826,6 1817
236  Ogxirane, [(dodecyloxy)methyl]- AVOC 26,46 1,41 1787,6 — 57 43 41
237  2-Ethylhexyl salicylate BVOC 26,73 1,21 1799,9 1811
238 Diazinon AVOC 26,86 1,61 1806,6 1791
239  Phenanthridine AVOC 26,86 3,22 1846,7 1832
240 Benzoic acid, octyl ester BVOC 26,99 1,61 1853,2 1792
241 Hexadecane, 1-chloro- AVOC 26,99 1,61 1853,3 1861
24y 2:60:9:9-Tetramethyl-2.,6,10- AVOC 27,13 241 1860,0 1750
cycloundecatrien-1-
243  Carbazole BVOC 27,13 3,22 1860,0 - 55 91 83
244 13,14-Dehydro-15- BVOC 27,13 1,61 18201 - 71 41 55

cyclohexylcarbaprostacyclin
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1 t 2 t
# Composto (em inglés) Grupo R R m/z m/z m/z

[ca culado [i eratura
(min)  (s) R ¢ R ) N €)
945 Z-Pentadecanone, 6,10,14- BVOC 27,13 121 1860,0 1844
trimethyl-

246  Dodecyl propyl carbonate AVOC 27,13 1,61 1860,0 1868
Cyclopenta[g]-2-benzopyran,
247  1,3,4,6,7,8-hexahydro-4,6,6,7,8,8- AVOC 27,39 1,61 1873,3 1851

hexamethyl-
248  Diisobutyl phthalate AVOC 27,53 2,01 1880,0 1870
249  Cyclopentadecanone BVOC 27,66 1,21 1846,7 1861

1H-Naphtho[2,1-b]pyran,
4a,5,6,6a,7,8,9,10,10a,10b-
250 decahydro-3,4a,7,7,10a- AVOC 28,06 1,61 1907,1 1894
pentamethyl-, [4aR-
(4aa,6al,10a0,10bB)]-
251 Homosalate BVOC 28,06 1,81 1907,1 1904
252 Dodecylcyclohexane BVOC 28,19 1,21 1873,3 1864
Phenanthrene, 4-methyl- (4-

253 Methyl-phenanthrene) AVOC 28,20 2,81 19143 1915

254 Hexadecanenitrile BVOC 28,46 1,21 1886,6 1898
2-((2-

255  Chloroethoxy)carbonyl)benzoic AVOC 28,59 2,81 1893,3 1873
acid

7,9-Di-tert-butyl-1-
256 oxaspiro(4,5)deca-6,9-diene-2,8- AVOC 28,59 2,21 19357 1923

dione
2-((2-
257 Ethoxyethoxy)carbonyl)benzoic AVOC 28,73 3,42 1900,1 1927
acid
258 Diphenyl sulfone AVOC 28,86 3,62 19499 1874
259  Anthracene, 1-methyl- AVOC 28,86 2,61 1950,0 1959

260 2,2'3,6-Tetrachloro-1,1"-biphenyl ~ AVOC 28,99 2,01 19142 1899
261 1,2-Benzenedicarboxylic acid, BVOC  28.99 181 19142 1924
butyl 2-methylpropyl ester
262 cis-7-Hexadecenoic acid BVOC 28,99 1,81 1957,1 1961
263  1,1'-Biphenyl, 2,2',3,6'-tetrachloro- AVOC 29,00 2,61 19144 1916
264 Pentafluoropropionic acid, BVOC 29,00 121 19144 1911
heptadecyl ester
265 Chalcone BVOC 29,13 0,20 19642 1971
Benzenepropanoic acid, 3,5-
266  bis(1,1-dimethylethyl)-4-hydroxy-, AVOC 29,13 2,01 1964,3 1943
methyl ester

267 n-Hexadecanoic acid BVOC 29,26 1,21  1971,4 1968

268 |-A-Benzenedicarboxylic acid, AVOC 2953 2,01 19857 1972
bis(2-methylpropyl) ester

269 Dibutyl phthalate AVOC 29,53 3,22 1985,7 1965

270  Chloroxuron AVOC 29,80 3,02 2000,0 1921
4,12-Dipropyl-4,7,7,9,9,12-

271 hexamethyl-8-oxa-4,7,9,12- AVOC 29,80 1,81 1957,2 1950
tetrasilapentadecane

272 2,3,3',6-Tetrachloro-1,1'-biphenyl AVOC 29,93 1,41 1964,2 1970

273 Hexadecane, 1-bromo- AVOC 29,93 2,61 1964,2 1957

274 1,2-Benzenedicarboxylic acid, AVOC 29,93 1,61 19644 - 41 55 57
butyl 8-methylnonyl ester

275 Palmitic acid vinyl ester BVOC 30,06 2,21  2014,2 1986

276 1,1'-Biphenyl, 2,3',5,5'-tetrachloro- AVOC 30,06 2,41 1971,5 1979
277  Isopropyl palmitate BVOC 30,06 1,21 1971,5 2023
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R "t ’t, m/z m/z m/z
# Composto (em inglés) Grupo (min)  (s) Lcalcutado  literatura 1) ) &)
278  9,10-Anthracenedione AVOC 30,19 2,81 1978,5 1950
279  Naphthalene, 2-phenyl- AVOC 30,33 3,01 1985,8 1968
280 Hexadecane-1,2-diol AVOC 30,46 1,01 2035,7 2031
281  Androstane, (Sa)- AVOC 30,59 2,21 2042,8 2061
282  Androstane, (58)- AVOC 30,60 2,21 2042,9 2060
283 L(2H)-Naphthalenone, 3,4- AVOC 30,73 241 2007,1 1864
dihydro-4-phenyl-
234 Hexadecanoicacid, 2-hydroxy-,— pyae 3073 302 20500 2047
methyl ester
285 Lerephthalic acid, isobutyl 3- AVOC 3099 2,01 20214 2023
methylbut-2-yl ester
2,4-Undecadienoic acid, 11-
[(2R,3R)-3-(hydroxymethyl)-4-
286 ox0-2-oxetanyl]-3,5.7-trimethyl-, BVOC 31,13 1,81 20713 207 55 67
(2E,4E,7R)-
287  7,8-Dimethoxy-4-methylcoumarin ~ BVOC 31,13 2,61 2028,6 2033
288  Sclareolide BVOC 31,26 2,21 2078,6 2089
289  Lapachol BVOC 31,26 2,41 2035,8 2023
290 >-(Penta-1,3-diyn-1-yl)-2,2" AVOC 3139 221 20428 2068
bithiophene
291 Diamyl phthalate AVOC 31,39 2,01 20857 2129
292 1-Octadecanol BvVOC 31,53 1,41 2092,8 2082
3-Hydroxy-2',3',5',6'-
293  tetrachlorobiphenyl, AVOC 31,66 1,00 2057,1 2047
trifluoroacetate
294  Sulphenone AVOC 31,79 3,22 2107,6 2033
295  Pyrene, 4,5-dihydro- AVOC 31,93 2,61 20714 2070
Benzo[1,2-b:4,5-b'|difuran-4-
296 ethanamine, 8-bromo-2,3,6,7- AVOC 31,93 2,61 20714 - 149 41 55
tetrahydro-o-methyl-
297  Phytol BvVOC 31,93 1,81 21154 2114
29g  1-1-Biphenyl,2,23,3.6,6™ AVOC 32,06 221 21230 2125
hexachloro-
299 2:2-Dihydroxy-4,6" BVOC 32,06 281 20786 - 41 43 225
dimethoxychalcone
2(3H)-Furanone, 5-
300 dodecyldihydro- BVOC 32,46 1,61 2100,0 2105
301  9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)- BVOC 32,46 1,61 2146,1 2133
302 Profluralin AVOC 3246 3,42 2100,1 2180
303 Benzene, LI-(I3-butadiyne-14- \ e 3560 302 21539 2142
diyl)bis-
304 Triclosan AVOC 32,73 2,01 21153 2114
1,7-Di(2-methylphenyl)-
305 2,2,4,4,6,6-hexamethyl-1,3,5,7- AVOC 32,73 080 21153 2104
tetraoxa-2,4,6-trisilaheptane
306 Pyrene AVOC 32,86 2,61 21230 2103
307 Hymeglusin BVOC 32,86 2,41 212322 - 105 91 43
308 2-Ethylhexyl methyl isophthalate BVOC 32,99 1,61 2130,7 2136
309 n-Nonadecanol-1 BVOC 32,99 1,41 21769 2176
310 1-.Propene-l,2,3-tricarboxylic acid, BVOC  33.13 161 21846 2297
tributyl ester
311  3'-Hydroxy-a-naphthoflavone BVOC 33,13 2,01 2138,6 - 243 41 243
312 Hexanedioic acid, dihexyl ester AVOC 33,13 1,41 2138,6 2127
313 Hexadecanoic acid, butyl ester BVOC 33,26 1,21  2192,3 2188
314 Hexadecanamide AVOC 33,39 2,21 2199,9 2184
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't ’t m/z m/z m/z
# C t inglé G R R [cacua o [ieraura
omposto (em inglés) Tupo (min)  (s) Jeulad Jiterat (1) @) 3)
315 Nicotelline BVOC 33,40 2,41 21539 - 44 41 43
316  9-Octadecynoic acid, methyl ester ~AVOC 33,53 1,41 2161,5 2124
317 Olsopropoxy-9-oxoxanthene-2- pyua 3353 961 22077 - 257 55 67
carboxylic acid
Benzene, 1,1'-(2,2-
318 Jichloroethylidene)bis[4-cthyl- ~ AYOC 3333 2,61 2207,7 2224
319 Naphthalene, 1-(phenylmethoxy)- AVOC 33,66 2,61 21692 2094
320 2-Chlorobenzoic acid, decyl ester AVOC 33,66 2,01 2169,3 2168
321 Octadecanoic acid BVOC 33,80 1,21 2223,1 2172
322 Carbazole, 2,3,5-trimethyl- AVOC 3393 3,01 2184,7 2178
323  Butyl citrate BVOC 34,06 1,41  2192,2 2150
324  Bis(2-ethylhexyl) maleate AVOC 34,19 161 22461 2224
325 2'5'-Dimethoxyflavone BVOC 34,20 1,41 2246,2 2350
326 Butyl ethylhexyl phthalate AVOC 3446 1,61 22153 2209
1-Naphthalenepropanol, a-
ethenyldecahydro-2-hydroxy-
327 0,2,5.5,8a-pentamethyl-, [1R- AVOC 34,60 2,21 22232 2227
[1o(R*),28B,4a8,8aa]]-
328 Tributyl acetylcitrate BVOC 34,86 1,81 2284,6 2250
399 Benzene, I, 1-sulfonylbis[4- AVOC 3499 2,61 22461 2248
chloro-
330 Decanedioicacid, LIGAbuyl — gyoc 3499 241 22022 2180
331 1115-Dioxo-98-hydroxy-5Z- BVOC 3526 2,61 23083 - s 77 67
prostenoic acid
1-Phenanthrenecarboxaldehyde,
1,2,3,4,4a,9,10,10a-octahydro-
332 1 4a-dimethyl-7-(1-methylethy1)-, AVOC 35,66 2,01 22846 2263
[1R-(1a,4aB,10aa)]-
2-Propenoic acid, 3-(4-
333 methoxyphenyl)-, 2-ethylhexyl AVOC 35,79 2,21  2341,6 2088
ester
334  1,2-Dihydroxyanthraquinone BVOC 35,80 2,41 22924 2397
335 Desethyleneciprofloxacin AVOC 3593 2,01 2300,0 - 41 55 288
336 2-Ethylhexyl trans-4- AVOC 3619 181 23166 2339
methoxycinnamate
337  1,3-Dimethyl-S-pylazolyl-2.4- AVOC 3633 281 23251 2094
dichlorobenzoate
338 Ethyl 3-hydroxyoctadecanoate AVOC 36,46 1,41 23332 2348
339  (Z)-9-octadecenamide BVOC 36,59 2,21 2391,6 2386
340 Nonyl tetradecyl ether AVOC 36,86 7,44 2358,3 2358
341 Octadecanamide BVOC 36,86 3,62 23583 2374
34p Hexanedioic acid, bis(2- AVOC 37,13 121 23751 2398
ethylhexyl) ester
343  Triphenyl phosphate AVOC 37,53 2,81 2399,9 2387
344  TH-Benz[de]anthracen-7-one AVOC 37,53 3,62 2400,1 2418
345 7-Methoxyisoflavone BVOC 37,66 1,61 2408,3 2437
346 Tetracosane BVOC 37,79 6,43 2416,6 2400
347 zsrtlgflomace“c acid, hexadecyl AVOC 37,79 7,03 24166 2405
2-Propen-1-one, 1-(2,4-
348 dimethoxyphenyl)-3-phenyl- AVOC 37,80 281 247277 2483
349  4-Methylacridin-9-o0l AVOC 37,93 1,01  2481,7 2412
350 1,3,9-Trimethylpyrene AVOC 37,93 3,82 2425,1 2417
351 Phenol, 2,4-bis(1-phenylethyl)- AVOC 38,06 2,61 24333 2426



APENDICES 235

A 't R ’t R m/z m/z m/z
# Composto (em inglés) Grupo (min)  (s) Leatcutado  Mliteratura (1) ) 3)
352  Tetracosan-10-yl acetate BVOC 38,06 7,03 24333 2431
353 Chrysene AVOC 38,20 3,62 2500,0 2449
354  Octicizer AVOC 38,20 2,81 2441,8 2410
355 Cyclohexane, 1,3,5-triphenyl- AVOC 3833 2,21 2450,0 2464
356 2-Methyltetracosane BVOC 38,59 5,63 2466,6 2462
357 Hexadecyl octyl ether AVOC 38,59 6,03 2466,6 2459
358 Benz[a]anthracene AVOC 38,60 3,82 2466,8 2437
359 Carbonic acid, eicosyl vinyl ester AVOC 39,13 5,43  2500,0 2497
360 6B-Hydroxyfluoxymesterone AVOC 39,26 2,41 2509,0 - 207 41 44
361 Dicyclohexyl phthalate AVOC 3940 1,61 2518,3 2498
367  Carbonic acid, but-2-yn-1-yl AVOC 39553 543 25272 2521
heptadecyl ester
363 Bis(2-ethylhexyl) phthalate AVOC 39,66 1,61 2536,3 2529
364 Adipic acid, 2-chloropropyl AVOC 39,79 241 25454 2541
undecyl ester
365 Heneicosane, 11-cyclopentyl- AVOC 39,79 5,22 25454 2548
366 Sulfurous acid, pentadecyl 2- AVOC 39,79 4,62 25454 2568
propyl ester
367 Egﬁahc acid, 3-ethylphenylpentyl =\ 60 3093 221 25546 2539
368 3-Hydroxy-2'-methoxyflavone BVOC 40,20 6,63 2630,0 2385
1,3-Dimethyl 2-(4-phenyl-1,2,3 ,4-
369 tetrahydronaphthalen-2- AVOC 40,33 2,41 2581,8 2592
yl)propanedioate (isomer 2)
Benzoic acid, 2-[(7-chloro-4-
370  quinolinyl)amino]-, 2,3- BVOC 40,33 0,40 26399 2816
dihydroxypropyl ester
371 Docosyl isobutyl ether AVOC 40,86 422 2618,1 2626
372  4-Hydroxytriamterene sulfate AVOC 41,13 342 2636,5 - 105 209 194
373 Octadecyl octyl ether AVOC 41,39 3,62 2654,5 2656
374  7,3'-Dihydroxyflavone BVOC 41,40 1,81 26546 - 253 135 73
375 Octocrylene AVOC 41,53 2,21 26635 - 207 249 41
376 Heptacos-1-ene BVOC 41,93 3,82 2690,9 2693
1,13-Di(1-phenylpropyl)-
2,2,4,4,6,6,8,8,10,10,12,12-
377 dodecamethyl-1,3,5,7,9,11,13- AVOC 42,06 8,44 2700,0 2707
heptaoxa-2,4,6,8,10,12-
hexasilatridecane
378 Heptacosane BVOC 42,06 3,42 2700,0 2700
Propanedinitrile, 2-[[3,5-bis(1,1-
379  dimethylethyl)-4- AVOC 42,19 221 27726 — 281 282 283
hydroxyphenyl]methylene]-
380 SST;;O“‘C acid, decyltetradecyl  \yoc 4233 382 27181 2714
9,10-Anthracenedione, 1,3-
381 dihydroxy-2-(hydroxymethyl)- AVOC 42,46 6,03 27909 207 57 73
38y > Hydroxy-2'4'5- BVOC 4259 744 27999 2669

trimethoxyflavone

Itr: tempo de retengdo na primeira coluna, %fr: tempo de retengdo na segunda coluna, ealculado: indice de retengdo calculado para o
composto, liiteratura: indice de retengao reportado na literatura para o composto; m/z (1-3): os trés ions que caracterizam o composto
(em ordem decrescente de intensidade). Alguns compostos apresentaram iguais valores de 'fr € %tr, mas possuem espectros de
massas diferentes e pertencem a amostras diferentes.
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d) Distribuicio dos compostos identificados por pontos de amostragem

Tabela A7 - Compostos identificados (em inglés) na fragcdo MP, 5 do material particulado coletado na Campanha 1.

Composto

C1-PM2.5-P1-1

C1-PM2.5-P1-2

C1-PM2.5-P1-3

C1-PM2.5-P1-4

C1-PM2.5-P1-5

C1-PM2.5-P1-6

C1-PM2.5-P1-7

C1-PM2.5-P2-1

C1-PM2.5-P2-2

C1-PM2.5-P2-3

C1-PM2.5-P2-4

C1-PM2.5-P2-5

C1-PM2.5-P2-6

C1-PM2.5-P2-7
C1-PM2.5-P3-1

C1-PM2.5-P3-2

C1-PM2.5-P3-3

C1-PM2.5-P3-4
C1-PM2.5-P3-5

C1-PM2.5-P3-6

C1-PM2.5-P3-7
C1-PM2.5-P4-1

C1-PM2.5-P4-2
C1-PM2.5-P4-3

C1-PM2.5-P4-4
C1-PM2.5-P4-5

C1-PM2.5-P4-6

C1-PM2.5-P4-7
C1-PM2.5-P5-1

C1-PM2.5-P5-2
C1-PM2.5-P5-3

C1-PM2.5-P5-4
C1-PM2.5-P5-5

C1-PM2.5-P5-6

C1-PM2.5-P5-7

(8R,8aS)-8,8a-Dimethyl-2-(propan-
2-ylidene)-1,2,3,7,8,8a-
hexahydronaphthalene
1,13-Tetradecadiene
1,1'-Biphenyl, 2,2',3,3',6,6'-
hexachloro-

Diisobutyl phthalate
1,2-Benzenediol, 3,5-bis(1,1-
dimethylethyl)-
1,3-Dihydroxy-2-methyl-9,10-
anthraquinone
1,4-Benzenedicarboxylic acid, bis(2-
methylpropyl) ester
1,4-Benzenediol, 2,5-bis(1,1-
dimethylethyl)-

1,8-Octanediol

10-Undecynoic acid, methyl ester
11,15-Diox0-9S-hydroxy-5Z-
prostenoic acid

1-Decanol

2-Hexyl-1-decanol

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X
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Composto

C1-PM2.5-P1-1

C1-PM2.5-P1-2

C1-PM2.5-P1-3

C1-PM2.5-P1-4

C1-PM2.5-P1-5

C1-PM2.5-P1-6

C1-PM2.5-P1-7

C1-PM2.5-P2-1

C1-PM2.5-P2-2
C1-PM2.5-P2-3

C1-PM2.5-P2-4
C1-PM2.5-P2-5

C1-PM2.5-P2-6

C1-PM2.5-P2-7
C1-PM2.5-P3-1

C1-PM2.5-P3-2
C1-PM2.5-P3-3

C1-PM2.5-P3-4

C1-PM2.5-P3-5

C1-PM2.5-P3-6

C1-PM2.5-P3-7

C1-PM2.5-P4-1

C1-PM2.5-P4-2
C1-PM2.5-P4-3

C1-PM2.5-P4-4
C1-PM2.5-P4-5

C1-PM2.5-P4-6

C1-PM2.5-P4-7

1-Dodecene
1H-Cycloprop[e]azulen-4-ol,
decahydro-1,1,4,7-tetramethyl-,
[1aR-(1aa,4B,4a8,70,7a3,7ba)]-
1-Heptadecene

1-Hexanol, 2-ethyl-
1H-Inden-1-ol, 2,3-dihydro-
1H-Indene-1,3(2H)-dione
1H-Naphtho[2,1-b]pyran,
4a,5,6,6a,7,8,9,10,10a,10b-
decahydro-3,4a,7,7,10a-
pentamethyl-, [4aR-
(4aa,6aB,10a0,10bB)]-
1H-Pyrrole, 1-(4-methylphenyl)-
1-Methoxydecane
1-Octadecanol

1-Octadecyne

1-Octanol, 2-butyl-
1-Octen-3-yne

1-Pentadecene

1-Pentanone, 1-phenyl-

1-Propene-1,2,3-tricarboxylic acid,

tributyl ester

X

X

X

X

X

X

X IC1-PM2.5-P5-1

X |C1-PM2.5-P5-2

*IC1-PM2.5-P5-3

*|C1-PM2.5-P5-4

*C1-PM2.5-P5-5

*C1-PM2.5-P5-6

*|C1-PM2.5-P5-7
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Composto

C1-PM2.5-P1-1

C1-PM2.5-P1-2

C1-PM2.5-P1-3

C1-PM2.5-P1-4

C1-PM2.5-P1-5

C1-PM2.5-P1-6

C1-PM2.5-P1-7

C1-PM2.5-P2-1

C1-PM2.5-P2-2

C1-PM2.5-P2-3

C1-PM2.5-P2-4
C1-PM2.5-P2-5

C1-PM2.5-P2-6

C1-PM2.5-P2-7
C1-PM2.5-P3-1

C1-PM2.5-P3-2
C1-PM2.5-P3-3

C1-PM2.5-P3-4

C1-PM2.5-P3-5

C1-PM2.5-P3-6

C1-PM2.5-P3-7

C1-PM2.5-P4-1

C1-PM2.5-P4-2
C1-PM2.5-P4-3

C1-PM2.5-P4-4

C1-PM2.5-P4-5

C1-PM2.5-P4-6

C1-PM2.5-P4-7
C1-PM2.5-P5-1

C1-PM2.5-P5-2

C1-PM2.5-P5-3

C1-PM2.5-P5-4

C1-PM2.5-P5-5

C1-PM2.5-P5-6

C1-PM2.5-P5-7

2(3H)-Naphthalenone, 4,4a,5,6,7,8-
hexahydro-4,4a-dimethyl-6-(1-
methylethenyl)-, [4R-(4a,4a0,6p)]-
2(4H)-Benzofuranone, 5,6,7,7a-
tetrahydro-4,4,7a-trimethyl-, (R)-
2-(Methylmercapto)benzothiazole X
2,2,4-Trimethyl-1,3-pentanediol
diisobutyrate
2,3,3',6-Tetrachloro-1,1'-biphenyl
2,4-Di-tert-butylphenol X
2,4-Undecadienoic acid, 11-
[(2R,3R)-3-(hydroxymethyl)-4-oxo-
2-oxetanyl]-3,5,7-trimethyl-,
(2E,4E,7R)-

2'.5'-Dimethoxyflavone
2,6,10-Dodecatrien-1-ol, 3,7,11-
trimethyl-

2,6,9,9-Tetramethyl-2,6,10-
cycloundecatrien-1-
2,6-Dimethyl-1,3,5,7-octatetraene,

E,E-

2-Benzothiazolamine, N-ethyl-
2-Dodecenal, (E)- X
2H-1-Benzopyran, 3,4-dihydro- X

X

X

X

X

X

X

X
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Composto

C1-PM2.5-P1-1

C1-PM2.5-P1-2

C1-PM2.5-P1-3

C1-PM2.5-P1-4

C1-PM2.5-P1-5

C1-PM2.5-P1-6

C1-PM2.5-P1-7

C1-PM2.5-P2-1

C1-PM2.5-P2-2
C1-PM2.5-P2-3

C1-PM2.5-P2-4
C1-PM2.5-P2-5

C1-PM2.5-P2-6

C1-PM2.5-P2-7
C1-PM2.5-P3-1

C1-PM2.5-P3-2
C1-PM2.5-P3-3

C1-PM2.5-P3-4

C1-PM2.5-P3-5

C1-PM2.5-P3-6

C1-PM2.5-P3-7
C1-PM2.5-P4-1

C1-PM2.5-P4-2

C1-PM2.5-P4-3

C1-PM2.5-P4-4
C1-PM2.5-P4-5

C1-PM2.5-P4-6

C1-PM2.5-P4-7
C1-PM2.5-P5-1

C1-PM2.5-P5-2

C1-PM2.5-P5-3

C1-PM2.5-P5-4

C1-PM2.5-P5-5

C1-PM2.5-P5-6

C1-PM2.5-P5-7

2H-1-Benzopyran-2-one, 7-hydroxy-
5,6-dimethoxy-

2-Hexadecanol

2-Nonenal, (E)-

2-Octenal, (E)-

2-Pentadecanol

2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl-
2-Propen-1-one, 1-(2,4-
dimethoxyphenyl)-3-phenyl-
2-Propenoic acid, 3-(2-
hydroxyphenyl)-, methyl ester
2-Propenoic acid, 3-(4-
methoxyphenyl)-, 2-ethylhexyl ester
2-Propyl-1-pentanol
3,5-di-tert-Butyl-4-
hydroxybenzaldehyde
3-Buten-2-one, 4-(2,6,6-trimethyl-1-
cyclohexen-1-yl)-

3-Buten-2-one, 4-phenyl-, (E)-
3-Cyclopentyl-1-propyne
3-Furancarboxylic acid, tetrahydro-
4-methylene-5-oxo-2-propyl-,
(2R,3S)-rel-

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X X

X

X X

X

X X

X

X

X X

X

X X

X

X X
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Composto

C1-PM2.5-P1-1

C1-PM2.5-P1-2

C1-PM2.5-P1-3

C1-PM2.5-P1-4

C1-PM2.5-P1-5

C1-PM2.5-P1-6

C1-PM2.5-P1-7

C1-PM2.5-P2-1

C1-PM2.5-P2-2
C1-PM2.5-P2-3

C1-PM2.5-P2-4
C1-PM2.5-P2-5

C1-PM2.5-P2-6

C1-PM2.5-P2-7
C1-PM2.5-P3-1

C1-PM2.5-P3-2
C1-PM2.5-P3-4
C1-PM2.5-P3-5

C1-PM2.5-P3-3

C1-PM2.5-P3-6

C1-PM2.5-P3-7

C1-PM2.5-P4-1

C1-PM2.5-P4-2
C1-PM2.5-P4-3

C1-PM2.5-P4-4
C1-PM2.5-P4-5

C1-PM2.5-P4-6

C1-PM2.5-P4-7
C1-PM2.5-P5-1

C1-PM2.5-P5-2
C1-PM2.5-P5-3

C1-PM2.5-P5-4

C1-PM2.5-P5-5

C1-PM2.5-P5-6

C1-PM2.5-P5-7

3-Pyridineacetonitrile, a-[(3,4-
dimethoxyphenyl)methylene]-, (0Z)-
3-Tetradecanol
4H-1-Benzopyran-4-one, 2-(2-
amino-3-methoxyphenyl)-
4-Isopropylphenylacetic acid
4-Methylacridin-9-ol
4-tert-Butylcyclohexyl acetate
5-(Furan-3-yl)-2-methylpent-1-en-3-
ol

5-Methyl-2,4-diisopropylphenol
5-Undecene, (E)-
6-Isopropoxy-9-oxoxanthene-2-
carboxylic acid

6-Octen-1-ol, 3,7-dimethyl-, acetate
7,9-Di-tert-butyl-1-
oxaspiro(4,5)deca-6,9-diene-2,8-
dione

9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-
9H-Fluoren-9-one
(Z)-9-octadecenamide
Acetophenone

Androstane, (58)-

Androstane, (5a)-

X X

X

X

X
X
X
X

X

X

X

X

X

X

X

X

X
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L=Sd-STINd-TD
9-Cd-S TN 1D
G-Sd-STINd-1D
v-Sd-SCIND-TD
e-Sd-SCNd- 1D
¢-Sd-STNd-TD
[-Sd-S"CTNd-TD
Lyd-SCIND-TD
9-vd-SCINd-T1D
Svd-STINd-1D
vrd-S"CTNd-1D
€vd-STINd-1D
CYd-STNd-1D
[-vd-S TN~ TD)|
L=€d-SCTIN-TD
9-€d-SCINd- 1D
S-€d-SCINd-TD
Y-€d-STNd-1D
€-€d-STINd-1D
CEd-SINdTD
[-€d-SCND-TD
L=Cd-SCNd-TD
9-Cd-S"INd-1D
G-Cd-STINd-1D
v-¢d-SCTNd-1D
e Cd-S N 1D
CCd-SINdTD
[-Cd-SCTND-TD
L1d-S"TNd-1D
9-1d-S"CINd-1D
S-1d-S"CNd-TD
v-1d-S" TN~ 1D
€ 1d-STINd-1D
CId-STNd-TD
[-1d-S"CND-TD

Composto

Anethole

Anthracene

X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X

X

X

X

X

X

X

X
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Benzaldehyde, 2-chloro-4-hydroxy-
Benzaldehyde, 4-(1-methylethyl)-

Benzaldehyde, 4-ethyl-

Benzenamine, 2,4,6-tribromo-

Benzenamine, N-ethyl-

X

Benzene, (3-methyl-2-butenyl)-

Benzene, (bromomethyl)-

Benzene, 1,1'-(1,3-butadiyne-1,4-

X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X X
X X X
X X X
X X X
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Benzene, 1-methyl-4-propyl-

propenyl)-
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Composto

C1-PM2.5-P1-1

C1-PM2.5-P1-2

C1-PM2.5-P1-3

C1-PM2.5-P1-4

C1-PM2.5-P1-5

C1-PM2.5-P1-6

C1-PM2.5-P1-7

C1-PM2.5-P2-1

C1-PM2.5-P2-2
C1-PM2.5-P2-3

C1-PM2.5-P2-4
C1-PM2.5-P2-5

C1-PM2.5-P2-6

C1-PM2.5-P2-7
C1-PM2.5-P3-1

C1-PM2.5-P3-2
C1-PM2.5-P3-3

C1-PM2.5-P3-4

C1-PM2.5-P3-5

C1-PM2.5-P3-6

C1-PM2.5-P3-7

C1-PM2.5-P4-1

C1-PM2.5-P4-2
C1-PM2.5-P4-3

C1-PM2.5-P4-4
C1-PM2.5-P4-5

C1-PM2.5-P4-6

C1-PM2.5-P4-7
C1-PM2.5-P5-1

C1-PM2.5-P5-2
C1-PM2.5-P5-3

C1-PM2.5-P5-4
C1-PM2.5-P5-5
C1-PM2.5-P5-6

C1-PM2.5-P5-7

Benzeneacetic acid, a-oxo-, ethyl
ester

Benzeneethanamine
Benzenemethanol, 2-methyl-, acetate
Benzenemethanol, 2-methyl-o-
phenyl-

Benzenepropanoic acid, 3,5-bis(1,1-
dimethylethyl)-4-hydroxy-, methyl
ester

Benzoic acid, 2,3,6-trichloro-
Benzoic acid, 2-[(7-chloro-4-
quinolinyl)amino]-, 2,3-
dihydroxypropyl ester

Benzoic acid, 2-ethylhexyl ester
Benzoic acid, 3,4,5-trimethoxy-,
methyl ester

Benzoic acid, 3,4-dimethyl-, methyl
ester

Benzoic acid, octyl ester

Benzoic acid, p-tert-butyl-
Benzophenone

Benzothiazole

Benzoyl chloride

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X
X
X
X

X
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Composto

C1-PM2.5-P1-1

C1-PM2.5-P1-2

C1-PM2.5-P1-3

C1-PM2.5-P1-4

C1-PM2.5-P1-5

C1-PM2.5-P1-6

C1-PM2.5-P1-7

C1-PM2.5-P2-1

C1-PM2.5-P2-2
C1-PM2.5-P2-3
C1-PM2.5-P2-4

C1-PM2.5-P2-5

C1-PM2.5-P2-6

C1-PM2.5-P2-7
C1-PM2.5-P3-1

C1-PM2.5-P3-2
C1-PM2.5-P3-3

C1-PM2.5-P3-4

C1-PM2.5-P3-5

C1-PM2.5-P3-6

C1-PM2.5-P3-7
C1-PM2.5-P4-1

C1-PM2.5-P4-2
C1-PM2.5-P4-3

C1-PM2.5-P4-4
C1-PM2.5-P4-5

C1-PM2.5-P4-6

C1-PM2.5-P4-7
C1-PM2.5-P5-1

C1-PM2.5-P5-2

C1-PM2.5-P5-3

C1-PM2.5-P5-4

C1-PM2.5-P5-5

C1-PM2.5-P5-6

C1-PM2.5-P5-7

Bicyclo[3.1.1]heptan-3-ol, 6,6-
dimethyl-2-methylene-, [1S-
(la,30,50)]-
Bicyclo[3.1.1]heptan-3-one, 2,6,6-
trimethyl-, (1a,28,50)-
Bicyclo[4.2.0]octa-1,3,5-triene
Bis(2-ethylhexyl) maleate
Butanoic acid, 3-methyl-, 3,7-
dimethyl-6-octenyl ester
Carbazole

Carvenone

Cedrol

Chalcone

Chloroxuron

Chrysene

Cinnamaldehyde, (E)-
cis-7-Hexadecenoic acid
Citronellyl valerate

Cyclodecane

Cyclododecane
Cyclohexanamine, N-cyclohexyl-
Cyclohexanol, 4-(1,1-dimethylethyl)-
Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-
methylethyl)-, acetate

X

X

X

X

X

X

X



244

A,

APENDICES

L=Sd-STINd-TD
9-Cd-S TN 1D
G-Sd-STINd-1D
v-Sd-SCIND-TD
e-Sd-SCNd- 1D
¢-Sd-STNd-TD
[-Sd-S"CTNd-TD
Lyd-SCIND-TD
9-vd-SCINd-T1D
Svd-STINd-1D
vrd-S"CTNd-1D
€vd-STINd-1D
CYd-STNd-1D
[-vd-S TN~ TD)|
L=€d-SCTIN-TD
9-€d-SCINd- 1D
S-€d-SCINd-TD
Y-€d-STNd-1D
€-€d-STINd-1D
CEd-SINdTD
[-€d-SCND-TD
L=Cd-SCNd-TD
9-Cd-S"INd-1D
G-Cd-STINd-1D
v-¢d-SCTNd-1D
e Cd-S N 1D
CCd-SINdTD
[-Cd-SCTND-TD
L1d-S"TNd-1D
9-1d-S"CINd-1D
S-1d-S"CNd-TD
v-1d-S" TN~ 1D
€ 1d-STINd-1D
CId-STNd-TD
[-1d-S"CND-TD

Composto

methylethyl)-, acetate, (1a,28,58)-

Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-
Cyclohexene,1-cyclohexyl-

1,3,4,6,7,8-hexahydro-4,6,6,7,8,8-

Cyclopenta[g]-2-benzopyran,
hexamethyl-

Cyclohexene,3-(2-propenyl)-

Cyclopentaneacetic acid, 3-ox0-2-(2-

pentenyl)-, methyl ester, [10,20(Z)]-
Cyclopentaneacetic acid, 3-oxo-2-
pentyl-, methyl ester

D-Carvone
Decanal

Decanedioic acid, 1,10-dibutyl ester
Decanoic acid, ethyl ester

Diamyl phthalate
Dibutyl phthalate
Diethyl Phthalate
Diethyltoluamide

Dihydrojasmone

Diisopropyl adipate

Dimethyl

morpholinophosphoramidate

Diphenyl ether
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L=Sd-STINd-TD
9-Cd-S TN 1D
G-Sd-STINd-1D
v-Sd-SCIND-TD
e-Sd-SCNd- 1D
¢-Sd-STNd-TD
[-Sd-S"CTNd-TD
Lyd-SCIND-TD
9-vd-SCINd-T1D
Svd-STINd-1D
vrd-S"CTNd-1D
€vd-STINd-1D
CYd-STNd-1D
[-vd-S TN~ TD)|
L=€d-SCTIN-TD
9-€d-SCINd- 1D
S-€d-SCINd-TD
Y-€d-STNd-1D
€-€d-STINd-1D
CEd-SINdTD
[-€d-SCND-TD
L=Cd-SCNd-TD
9-Cd-S"INd-1D
G-Cd-STINd-1D
v-¢d-SCTNd-1D
e Cd-S N 1D
CCd-SINdTD
[-Cd-SCTND-TD
L1d-S"TNd-1D
9-1d-S"CINd-1D
S-1d-S"CNd-TD
v-1d-S" TN~ 1D
€ 1d-STINd-1D
CId-STNd-TD
[-1d-S"CND-TD

Composto

Diphenyl sulfone
Dodecanal

Dodecane, 1-chloro-

Dodecyl propyl carbonate

Ethanone, 1-(4-ethylphenyl)-

X

Ethanone, 1,1'-(1,4-phenylene)bis-

Ethyl glycolate

X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X
X
X
X
X
X
X

X

X

X

X

X

X

X
(]
S
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g2 = &
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S 55
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o O O
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SRR
25009
[F3 Qs anifan

Hexadecane, 1-chloro-

Hexadecane-1,2-diol

Hexadecanoic acid, 2-hydroxy-,

methyl ester

Hexadecanoic acid, butyl ester

X
X
X
X
X
X
X
X X X X
X X X X
X X X X
X X X X
X X X X
X X X X
X X X X
X X X X
X X X X
X X X X
X X X X
X X X X
X X X X
X X X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X

Naphthalene, 1,2,3,4-tetrahydro-5,7-
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Composto

C1-PM2.5-P1-1

C1-PM2.5-P1-2

C1-PM2.5-P1-3

C1-PM2.5-P1-4

C1-PM2.5-P1-5

C1-PM2.5-P1-6

C1-PM2.5-P1-7

C1-PM2.5-P2-1

C1-PM2.5-P2-2

C1-PM2.5-P2-3

C1-PM2.5-P2-4
C1-PM2.5-P2-5

C1-PM2.5-P2-6

C1-PM2.5-P2-7

C1-PM2.5-P4-1

C1-PM2.5-P4-2
C1-PM2.5-P4-3

C1-PM2.5-P4-4

C1-PM2.5-P4-5

C1-PM2.5-P4-6

C1-PM2.5-P4-7
C1-PM2.5-P5-1

C1-PM2.5-P5-2
C1-PM2.5-P5-3

C1-PM2.5-P5-4

C1-PM2.5-P5-5

C1-PM2.5-P5-6

C1-PM2.5-P5-7

Naphthalene, 2,3,6-trimethyl-
Naphthalene, 5-ethyl-1,2,3,4-
tetrahydro-

Naphthalene, decahydro-1,4a-
dimethyl-7-(1-methylethyl)-, [1S-
(la,4a0,70,8a8)]-

n-Butyric acid 2-ethylhexyl ester
n-Decanoic acid

n-Hexadecanoic acid
n-Nonadecanol-1

Nonanedioic acid, dimethyl ester
Nonanoic acid, 9-oxo-, methyl ester
Octadecanoic acid

Octanedioic acid, dimethyl ester
Octanoic acid, ethyl ester
o-Hydroxybiphenyl

ortho tert-Butyl cyclohexyl acetate
Oxirane, decyl-

Oxirane, tetradecyl-

Palmitic acid vinyl ester
Phenanthrene, 4-methyl-
Phenanthridine

Phenol, 2,5-bis(1,1-dimethylethyl)-
Phenol, 4-(2-propenyl)-

X |C1-PM2.5-P3-1

X

*|C1-PM2.5-P3-2

X

*|C1-PM2.5-P3-3

X

*|C1-PM2.5-P3-4

X

*|C1-PM2.5-P3-5

X

X |C1-PM2.5-P3-6

X

X |C1-PM2.5-P3-7

X

X

X

X

X

X

X

X
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L=Sd-STINd-TD
9-Cd-S TN 1D
G-Sd-STINd-1D
v-Sd-SCIND-TD
e-Sd-SCNd- 1D
¢-Sd-STNd-TD
[-Sd-S"CTNd-TD
Lyd-SCIND-TD
9-vd-SCINd-T1D
Svd-STINd-1D
vrd-S"CTNd-1D
€vd-STINd-1D
CYd-STNd-1D
[-vd-S TN~ TD)|
L=€d-SCTIN-TD
9-€d-SCINd- 1D
S-€d-SCINd-TD
Y-€d-STNd-1D
€-€d-STINd-1D
CEd-SINdTD
[-€d-SCND-TD
L=Cd-SCNd-TD
9-Cd-S"INd-1D
G-Cd-STINd-1D
v-¢d-SCTNd-1D
e Cd-S N 1D
CCd-SINdTD
[-Cd-SCTND-TD
L1d-S"TNd-1D
9-1d-S"CINd-1D
S-1d-S"CNd-TD
v-1d-S" TN~ 1D
€ 1d-STINd-1D
CId-STNd-TD
[-1d-S"CND-TD

Composto

Phthalic anhydride

Phytol

X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X

X

X

X

X

X

X

X

Propanedinitrile, 2-[[3,5-bis(1,1-

dimethylethyl)-4-
hydroxyphenyl]methylene]-
Pyridine, 3-(1-methyl-2-

pyrrolidinyl)-, (S)-
Quinoline, 2,4-dimethyl-

Santolina triene
Sclareolide

Sulphenone
Terpinen-4-ol

Tetradecanoic acid

Toluene

trans-2-Decenoic acid

trans-Cinnamaldehyde

trans-f-lonone

Tributyl acetylcitrate

Trifluoroacetoxy hexadecane

o-Lindane
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Tabela A8 - Compostos identificados (em inglés) na fracdo MP2,5 do material particulado coletado na Campanha 2.

Composto

C2-PM2.5-P1-1

C2-PM2.5-P1-2

C2-PM2.5-P1-3

C2-PM2.5-P1-4

C2-PM2.5-P1-5

C2-PM2.5-P1-6

C2-PM2.5-P1-7

C2-PM2.5-P1-8

C2-PM2.5-P1-9

C2-PM2.5-P1-10

C2-PM2.5-P1-11

C2-PM2.5-P1-12

C2-PM2.5-P1-13

C2-PM2.5-P1-14

C2-PM2.5-P1-15

C2-PM2.5-P2-1

C2-PM2.5-P2-2

C2-PM2.5-P2-3

C2-PM2.5-P2-4

C2-PM2.5-P2-5

C2-PM2.5-P2-6

C2-PM2.5-P2-7

C2-PM2.5-P2-8

C2-PM2.5-P2-9

C2-PM2.5-P2-10

C2-PM2.5-P2-11

C2-PM2.5-P2-12

C2-PM2.5-P2-13

C2-PM2.5-P2-14

C2-PM2.5-P2-15

C2-PM2.5-P2-16

1(2H)-Naphthalenone, 3,4-dihydro-4-phenyl-
1,13-Di(1-phenylpropyl)-
2,2,4,4,6,6,8,8,10,10,12,12-dodecamethyl-
1,3,5,7,9,11,13-heptaoxa-2,4,6,8,10,12-
hexasilatridecane

Diisobutyl phthalate

1,2-Benzenedicarboxylic acid, butyl 2-
methylpropyl ester

1,2-Benzenediol, 3,5-bis(1,1-dimethylethyl)-
1,3,5(10),7-Estratetraen-3,176-diol 3-sulfate
1,3-Dimethyl 2-(4-phenyl-1,2,3,4-
tetrahydronaphthalen-2-yl)propanedioate (isomer
2)
1,7-Di(2-methylphenyl)-2,2,4,4,6,6-hexamethyl-
1,3,5,7-tetraoxa-2,4,6-trisilaheptane

1-Decanol

2-Hexyl-1-decanol

1-Dodecanol

1-Dodecanol, 3,7,11-trimethyl-

1H-Indene, 2,3-dihydro-4,7-dimethyl-
1-Methylcycloheptanol

1-Nonanol

1-Phenanthrenecarboxaldehyde,
1,2,3,4,4a,9,10,10a-octahydro-1,4a-dimethyl-7-(1-
methylethyl)-, [1R-(1a,4a,10aa)]-

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X X X X X X X

X X X X X X X

X X X X X X X

X X X X X X X

X X X X X X X

X X X X X X X

X X X X X X X

X X X X X X X

X X X X X X X

X X X X X X X

X X X X X X X

X X X X X X X

X X X X X X X

X X X X X X X

X X X X X X X

X X X X X X X
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APENDICES
T YTY YR O®P QS22 I g Yo e o = o 22 202
szazzzzziiiiiiziessossdssdddgggs
Composto 222222222“’“’%&”%%222222222%%”‘***“*
2222222225555 S5S35z222222z2z22;:3:55:355¢%
WA B A B B A B A Al A A AL A AR A A A B B B B A Al A B A A A A
1-Tetradecyne X X X X X X X X X X X x X x X
1-Undecanol X X X X X X X X X X X x X x x x
2-((2-Chloroethoxy)carbonyl)benzoic acid X X X X X X X X X X X X X x X
2(3H)-Furanone, 5-dodecyldihydro- X X X X X X X
2,2'3,6-Tetrachloro-1,1'-biphenyl X X X X X X X X X X X X x X x X
2,2,4-Trimethyl-1,3-pentanediol diisobutyrate XX X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X x X x x X X x X
2,3,3',6-Tetrachloro-1,1'-biphenyl X X X X X X X X X X X X x X x X
2,4-Di-tert-butylphenol XXX X X X X X X X X X X x X
2,5-Hexanediol, 2,5-dimethyl- X X X X X X X X X X X X x x x X
2,5-Hexanedione X
2,5-Octanedione X X X X X X X x x x X
2-Ethylhexyl methyl isophthalate X X X X X X X X X X X X X X X
2-Ethylhexyl salicylate X X X X X X X X x x X X X X X X
2-Ethylhexyl trans-4-methoxycinnamate X X X X X X X x x x X
2-Methyltetracosane
2-Nonenal, (E)- X X X X X X X X x x X X X X X X
2-Propenoic acid, 3-(4-methoxyphenyl)-, 2-
ethylhexyl ester X X X X X X X X X X X X X X X X X X X x X x X x x x x x x x X
2-Tetradecanone X X X X X X X X X X X
2-Undecanol X X X X X X X X X X X
3,4-Hexanediol, 2,5-dimethyl- X X X X X X X X X X X X X X X
3,5-di-tert-Butyl-4-hydroxybenzaldehyde X X X X X X X X X x X X X X X X
X X X X X X X X X X X X X X

3-Amino-1-propanol
3-Buten-2-one, 4-phenyl-, (E)-



APENDICES

250

Composto

C2-PM2.5-P1-1

C2-PM2.5-P1-2

C2-PM2.5-P1-3

C2-PM2.5-P1-4

C2-PM2.5-P1-5

C2-PM2.5-P1-6

C2-PM2.5-P1-7

C2-PM2.5-P1-8

C2-PM2.5-P1-9

C2-PM2.5-P1-10

C2-PM2.5-P1-11

C2-PM2.5-P1-12

C2-PM2.5-P1-13

C2-PM2.5-P1-14

C2-PM2.5-P1-15

C2-PM2.5-P2-1

C2-PM2.5-P2-2

C2-PM2.5-P2-3

C2-PM2.5-P2-4

C2-PM2.5-P2-5

C2-PM2.5-P2-6

C2-PM2.5-P2-7

C2-PM2.5-P2-8

C2-PM2.5-P2-9
C2-PM2.5-P2-10

C2-PM2.5-P2-11

C2-PM2.5-P2-12

C2-PM2.5-P2-13

C2-PM2.5-P2-14

C2-PM2.5-P2-15

C2-PM2.5-P2-16

3-Heptanone, 5-methyl-

3-Hydroxy-2',3",5',6'-tetrachlorobiphenyl,
trifluoroacetate

3-tert-Butyl-4-hydroxyanisole
4-Hydroxy-2,6,6-trimethyl-3-oxocyclohexa-1,4-
dienecarbaldehyde

4-Methylacridin-9-ol
5-(Penta-1,3-diyn-1-yl)-2,2'-bithiophene

6B-Hydroxyfluoxymesterone

7,9-Di-tert-butyl-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-diene-
2,8-dione

7-Methoxyisoflavone

7-Tetradecanol

9,10-Anthracenedione

9H-Fluoren-9-one

(Z)-9-octadecenamide

9-Octadecynoic acid, methyl ester

Acetic acid, 2-ethylhexyl ester
Acetic acid, decyl ester
Adipic acid, 2-chloropropyl undecyl ester

Adipic acid, decyl 2,2,3,3,4,4,5,5-octafluoropentyl

ester
Anthracene
Benzaldehyde, 2,4-dichloro-

X X X X

X X X X

X X X X

X X X X

X X X X

X X X X

X X X X

X X X X

X X X X

X X X X

X X X X

X X X X

X X X X

X X X X

X X X X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X
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Composto

C2-PM2.5-P1-1

C2-PM2.5-P1-2

C2-PM2.5-P1-3

C2-PM2.5-P1-4

C2-PM2.5-P1-5

C2-PM2.5-P1-6

C2-PM2.5-P1-7

C2-PM2.5-P1-8

C2-PM2.5-P1-9

C2-PM2.5-P1-10

C2-PM2.5-P1-11

C2-PM2.5-P1-12

C2-PM2.5-P1-13

C2-PM2.5-P1-14

C2-PM2.5-P1-15

C2-PM2.5-P2-1

C2-PM2.5-P2-2

C2-PM2.5-P2-3

C2-PM2.5-P2-4

C2-PM2.5-P2-5

C2-PM2.5-P2-6

C2-PM2.5-P2-7

C2-PM2.5-P2-8

C2-PM2.5-P2-9
C2-PM2.5-P2-10

C2-PM2.5-P2-11

C2-PM2.5-P2-12

C2-PM2.5-P2-13

C2-PM2.5-P2-14

C2-PM2.5-P2-15

C2-PM2.5-P2-16

Benzaldehyde, 2,5-dimethyl-

Benzene, 1,1'-(1,3-butadiyne-1,4-diyl)bis-
Benzene, 1,1'-[1,2-ethanediylbis(oxy)]bis-
Benzene, 1,1'-sulfonylbis[4-chloro-
Benzeneacetaldehyde

Benzenepropanoic acid, 3,5-bis(1,1-dimethylethyl)-

4-hydroxy-, methyl ester
Benzo[1,2-b:4,5-b'|difuran-4-ethanamine, 8-
bromo-2,3,6,7-tetrahydro-a-methyl-

Benzoic acid, 2-[(7-chloro-4-quinolinyl)amino]-,

2,3-dihydroxypropyl ester

Benzoic acid, 2-hydroxy-, butyl ester
Benzoic acid, 2-methylpropyl ester
Benzophenone

Benzothiazole
Benzylidenemalonaldehyde
Bis(2-ethylhexyl) phthalate

Butane, 2-chloro-2,3-dimethyl-
Butyl citrate

Butyric acid, dodecyl ester

Carbonic acid, but-2-yn-1-yl heptadecyl ester
Carbonic acid, decyl tetradecyl ester
Carbonic acid, eicosyl vinyl ester
Caryophylla-4(12),8(13)-dien-5a-ol
Cedranoxide, 8,14-

Chrysene

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X X X X

X X X X

X X X X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X X X X X

X X X X X

X

X X X X X

X

X X X X X

X X X X X

X

X X X X X

X X X X X

X

X X X X X

X

X X X X X

X X X X X

X

X X X X X

X

X X X X X

X X X X X

X

X X X X X

X

X X X X X

X X X X X

X
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91-Cd-S"CNd-TO
S1-Cd-S"TNd-TD
Y1-Cd-S"CINd-TO
€1-¢d-SCTINd-CO
C1-Cd-S"CINd-2O
11-2d-S"TINd-TO
01-¢d-S"CINd-CO
6-¢d-S'CTINd-CD
8-C¢d-STINd-CO
L=Cd~S"TINd-CD
9-Cd-S"CTNd-CO
§-C¢d-S"TINd-TD
Y=¢d-S"CINd-CO
€-C¢d-S"INd-CO
C-Cd-S"TIND-CO
[-Cd-S"CTNd-TO
SI-1d-S"CTNd-TD
Y1-1d-S"CINd-TO
€1-1d-S"CTINd-CO
CI-1d-S"CNd-TO
[T-1d-S"CINd-CO
01-1d-S"CNd-CO
6-1d-S"CINd-CO
8-Id-STINd-CO
L-Td-S"TINd-CD
9-1d-S"CINd-CO
S-1d-S'CTINd-TD
Y-1d-S"CINd-CO
€ 1d-S"CTNd-CO
¢ Id-S"TIND-CO
[-1d-S"CNd-TO

Composto

X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

1

N

-~ QO

~ 9

g 8

5 @

[Ss=]

o O

o T

o O

—_ =

[N

>~

O 0

Cyclohexane, 1,3,5-triphenyl-

Cyclopentaneacetic acid, 3-0x0-2-pentyl-, methyl

ester

Cyclotetradecane

Decanoic acid, ethyl ester
Desethyleneciprofloxacin

Diazinone

Dibutyl adipate

X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X

X X X

X X X

X X X

X X X

x X X

x X X

x X X

x X X

X X X

X X X

X X X

X X X

x X X

x X X

x X X
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AAAA

Docosyl isobutyl ether

Dodecylcyclohexane
Ethanol, 2-propoxy-

Ethanone, 1-(2,4-dimethylphenyl)-
Ethanone, 1,1'-(1,4-phenylene)bis-

Ethyl 3-hydroxyoctadecanoate

Etymemazine

Glutaric acid, but-3-yn-2-yl isobutyl ester

X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
1
=
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-
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Composto

C2-PM2.5-P1-1

C2-PM2.5-P1-2

C2-PM2.5-P1-3

C2-PM2.5-P1-4

C2-PM2.5-P1-5

C2-PM2.5-P1-6

C2-PM2.5-P1-7

C2-PM2.5-P1-8

C2-PM2.5-P1-9

C2-PM2.5-P1-10

C2-PM2.5-P1-11

C2-PM2.5-P1-12

C2-PM2.5-P1-13

C2-PM2.5-P1-14

C2-PM2.5-P1-15

C2-PM2.5-P2-1

C2-PM2.5-P2-2

C2-PM2.5-P2-3

C2-PM2.5-P2-4

C2-PM2.5-P2-5

C2-PM2.5-P2-6

C2-PM2.5-P2-7

C2-PM2.5-P2-8

C2-PM2.5-P2-9
C2-PM2.5-P2-10

C2-PM2.5-P2-11

C2-PM2.5-P2-12

C2-PM2.5-P2-13

C2-PM2.5-P2-14

C2-PM2.5-P2-15

C2-PM2.5-P2-16

Hexadecanenitrile

Hexadecyl octyl ether

Hexanoic acid, 5-methyl-, methyl ester
Isophorone

Naphthalene, 1-(phenylmethoxy)-
Naphthalene, 1,4,5,8-tetrahydro-
Naphthalene, 1,4-dimethyl-
Naphthalene, 1,8-dimethyl-
n-Dodecyl methacrylate
n-Hexadecanoic acid
Nonanedioic acid, dimethyl ester
Nonyl tetradecyl ether
Octadecanamide

Octadecyl octyl ether

Octanoic acid, ethyl ester
Octocrylene

Oxirane, [(2-propenyloxy)methyl]-
Palmitic acid vinyl ester
Pentadecanal-

Phenol, 2-(1-phenylethyl)-
Phenol, 2,4-bis(1-phenylethyl)-
Phenol, 2,4-dichloro-

Butyl ethylhexyl phthalate

Propanedinitrile, 2-[[3,5-bis(1,1-dimethylethyl)-4-

hydroxyphenyl]methylene]-

Propanoic acid, 2-methyl-, 2-propenyl ester

X

X

X X X X X X

X

X

X X X X X X

X

X

X X X X X X

X

X

X X X X X X

X

X X X X X X

X

X

X X X X X X

X

X

X X X X X X

X

X

X X X X X X

X

X

X X X X X X

X

X

X X X X X X

X

X

X X X X X X

X

X

X X X X X X

X

X

X X X X X X

X

X

X X X X X X

X

X X X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X
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91-Cd-S"CNd-TO
S1-Cd-S"TNd-TD
Y1-Cd-S"CINd-TO
€1-¢d-SCTINd-CO
C1-Cd-S"CINd-2O
11-2d-S"TINd-TO
01-¢d-S"CINd-CO
6-¢d-S'CTINd-CD
8-C¢d-STINd-CO
L=Cd~S"TINd-CD
9-Cd-S"CTNd-CO
§-C¢d-S"TINd-TD
Y=¢d-S"CINd-CO
€-C¢d-S"INd-CO
C-Cd-S"TIND-CO
[-Cd-S"CTNd-TO
SI-1d-S"CTNd-TD
Y1-1d-S"CINd-TO
€1-1d-S"CTINd-CO
CI-1d-S"CNd-TO
[T-1d-S"CINd-CO
01-1d-S"CNd-CO
6-1d-S"CINd-CO
8-Id-STINd-CO
L-Td-S"TINd-CD
9-1d-S"CINd-CO
S-1d-S'CTINd-TD
Y-1d-S"CINd-CO
€ 1d-S"CTNd-CO
¢ Id-S"TIND-CO
[-1d-S"CNd-TO

Composto

Pyrene

Pyrene, 4,5-dihydro-

Quinoline, 2,4-dimethyl-

Styrene

Sulfurous acid, pentadecyl 2-propyl ester

Sulphenone

X

Terephthalic acid, isobutyl 3-methylbut-2-yl ester

Tetracosan-10-yl acetate

Tetracosane

Tetradecanal

Tetradecanoic acid

Tributyl acetylcitrate

Trichloroacetic acid, hexadecyl ester

Triclosan

Triphenyl phosphate

Undecanal

6-Undecalactone
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Tabela A9 - Compostos identificados (em inglés) na fragdo PTS do material particulado coletado na Campanha 1.

Composto

Amostra

C1-PTS-P1-1

C1-PTS-P1-2

C1-PTS-P1-3

C1-PTS-P1-4

C1-PTS-P1-5

C1-PTS-P1-6

C1-PTS-P1-7

C1-PTS-P2-1

C1-PTS-P2-2

C1-PTS-P2-3

C1-PTS-P2-4

C1-PTS-P2-5

C1-PTS-P2-6

C1-PTS-P2-7

C1-PTS-P3-1

C1-PTS-P3-2

C1-PTS-P3-3

C1-PTS-P3-4

C1-PTS-P3-6

C1-PTS-P3-7

C1-PTS-P3-8

C1-PTS-P3-9

C1-PTS-P4-1

C1-PTS-P4-2
C1-PTS-P4-3

C1-PTS-P4-4
C1-PTS-P4-5

C1-PTS-P4-6

C1-PTS-P4-7

C1-PTS-P5-1

C1-PTS-P5-2

C1-PTS-P5-3

C1-PTS-P5-4

C1-PTS-P5-5

C1-PTS-P5-6

C1-PTS-P5-7

(8R,8aS)-8,8a-Dimethyl-2-(propan-2-
ylidene)-1,2,3,7,8,8a-
hexahydronaphthalene
1,13-Tetradecadiene
1,1'-Biphenyl, 2,2',3,3',6,6'-
hexachloro-

Diisobutyl phthalate
1,2-Benzenediol, 3,5-bis(1,1-
dimethylethyl)-
1,3-Dihydroxy-2-methyl-9,10-
anthraquinone
1,4-Benzenedicarboxylic acid, bis(2-
methylpropyl) ester
1,4-Benzenediol, 2,5-bis(1,1-
dimethylethyl)-

1,8-Octanediol

10-Undecynoic acid, methyl ester
11,15-Diox0-9S-hydroxy-5Z-
prostenoic acid

1-Decanol

2-Hexyl-1-decanol

1-Dodecene

X

X

X

X

X

X

X

X
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Composto

>
2
2
S

C1-PTS-P1-1

C1-PTS-P1-2

C1-PTS-P1-3

C1-PTS-P1-4

C1-PTS-P1-5

C1-PTS-P1-6

C1-PTS-P1-7

C1-PTS-P2-1

C1-PTS-P2-2

C1-PTS-P2-3

C1-PTS-P2-4

C1-PTS-P2-5

C1-PTS-P2-6

C1-PTS-P2-7

C1-PTS-P3-1

C1-PTS-P3-2

C1-PTS-P3-3

C1-PTS-P3-4

C1-PTS-P3-6

C1-PTS-P3-7

C1-PTS-P3-8

C1-PTS-P3-9

C1-PTS-P4-1

C1-PTS-P4-2

C1-PTS-P4-3

C1-PTS-P4-4

C1-PTS-P4-5

C1-PTS-P4-6

C1-PTS-P4-7

C1-PTS-P5-1

C1-PTS-P5-2

C1-PTS-P5-3

C1-PTS-P5-4

C1-PTS-P5-5

C1-PTS-P5-6

C1-PTS-P5-7

1H-Cycloprop[elazulen-4-ol,
decahydro-1,1,4,7-tetramethyl-, [1aR-
(laa,4B,4aB,7a,7aB,7ba)]-
1-Heptadecene

1-Hexanol, 2-ethyl-

1H-Inden-1-0l, 2,3-dihydro-
1H-Indene-1,3(2H)-dione
1H-Naphtho[2,1-b]pyran,
4a,5,6,6a,7,8,9,10,10a,10b-
decahydro-3,4a,7,7,10a-pentamethyl-,
[4aR-(4aa,6aB,10a0,10bB)]-
1H-Pyrrole, 1-(4-methylphenyl)-
1-Methoxydecane

1-Octadecanol

1-Octadecyne

1-Octanol, 2-butyl-

1-Octen-3-yne

1-Pentadecene

1-Pentanone, 1-phenyl-
1-Propene-1,2,3-tricarboxylic acid,
tributyl ester
2(3H)-Naphthalenone, 4,4a,5,6,7,8-
hexahydro-4,4a-dimethyl-6-(1-
methylethenyl)-, [4R-(40,4a0,6P)]-
2(4H)-Benzofuranone, 5,6,7,7a-
tetrahydro-4,4,7a-trimethyl-, (R)-
2-(Methylmercapto)benzothiazole

X

X

X

X

X

X

X



APENDICES

257

Composto

>
2
2
S

C1-PTS-P1-1

C1-PTS-P1-2

C1-PTS-P1-3

C1-PTS-P1-4

C1-PTS-P1-5

C1-PTS-P1-6

C1-PTS-P1-7

C1-PTS-P2-1

C1-PTS-P2-2

C1-PTS-P2-3

C1-PTS-P2-4

C1-PTS-P2-5

C1-PTS-P2-6

C1-PTS-P2-7

C1-PTS-P3-1

C1-PTS-P3-2

C1-PTS-P3-3

C1-PTS-P3-4
C1-PTS-P3-6

C1-PTS-P3-7

C1-PTS-P3-8

C1-PTS-P3-9

C1-PTS-P4-1

C1-PTS-P4-2
C1-PTS-P4-3

C1-PTS-P4-4

C1-PTS-P4-5

C1-PTS-P4-6

C1-PTS-P4-7

C1-PTS-P5-1

C1-PTS-P5-2

C1-PTS-P5-3

C1-PTS-P5-4

C1-PTS-P5-5

C1-PTS-P5-6

C1-PTS-P5-7

2,2,4-Trimethyl-1,3-pentanediol
diisobutyrate
2,4-Di-tert-butylphenol
2,4-Undecadienoic acid, 11-[(2R,3R)-
3-(hydroxymethyl)-4-oxo-2-
oxetanyl]-3,5,7-trimethyl-,
(2E,4E,7R)-

2'.5'-Dimethoxyflavone
2,6,10-Dodecatrien-1-ol, 3,7,11-
trimethyl-
2,6,9,9-Tetramethyl-2,6,10-
cycloundecatrien-1-
2,6-Dimethyl-1,3,5,7-octatetraene,
E,E-

2-Benzothiazolamine, N-ethyl-
2-Dodecenal, (E)-
2H-1-Benzopyran, 3,4-dihydro-
2H-1-Benzopyran-2-one, 7-hydroxy-
5,6-dimethoxy-

2-Hexadecanol

2-Nonenal, (E)-

2-Octenal, (E)-

2-Pentadecanol

2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl-
2-Propen-1-one, 1-(2,4-
dimethoxyphenyl)-3-phenyl-

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X
X

X
X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X
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Composto

>
2
2
S

C1-PTS-P1-1

C1-PTS-P1-2

C1-PTS-P1-3

C1-PTS-P1-4

C1-PTS-P1-5

C1-PTS-P1-6

C1-PTS-P1-7

C1-PTS-P2-1

C1-PTS-P2-2

C1-PTS-P2-3

C1-PTS-P2-4

C1-PTS-P2-5

C1-PTS-P2-6

C1-PTS-P2-7

C1-PTS-P3-1

C1-PTS-P3-2

C1-PTS-P3-3

C1-PTS-P3-4

C1-PTS-P3-6

C1-PTS-P3-7

C1-PTS-P3-8

C1-PTS-P3-9

C1-PTS-P4-1

C1-PTS-P4-2

C1-PTS-P4-3

C1-PTS-P4-4

C1-PTS-P4-5

C1-PTS-P4-6

C1-PTS-P4-7

C1-PTS-P5-1

C1-PTS-P5-2

C1-PTS-P5-3

C1-PTS-P5-4

C1-PTS-P5-5

C1-PTS-P5-6

C1-PTS-P5-7

2-Propenoic acid, 3-(2-
hydroxyphenyl)-, methyl ester
2-Propenoic acid, 3-(4-
methoxyphenyl)-, 2-ethylhexyl ester
2-Propyl-1-pentanol
3,5-di-tert-Butyl-4-
hydroxybenzaldehyde
3-Buten-2-one, 4-(2,6,6-trimethyl-1-
cyclohexen-1-yl)-

3-Buten-2-one, 4-phenyl-, (E)-
3-Cyclopentyl-1-propyne
3-Furancarboxylic acid, tetrahydro-4-
methylene-5-0x0-2-propyl-, (2R,3S)-
rel-
3-Hydroxy-2',4",5'-trimethoxyflavone
3-Hydroxy-2'-methoxyflavone
3-Pyridineacetonitrile, o-[(3,4-
dimethoxyphenyl)methylene]-, (0Z)-
3-Tetradecanol
4H-1-Benzopyran-4-one, 2-(2-amino-
3-methoxyphenyl)-
4-Isopropylphenylacetic acid
4-Methylacridin-9-ol
4-tert-Butylcyclohexyl acetate
5-(Furan-3-yl)-2-methylpent-1-en-3-
ol

5-Methyl-2,4-diisopropylphenol

X

X

X

X

X

X

X

X
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Composto

>
2
2
S

C1-PTS-P1-1

C1-PTS-P1-2

C1-PTS-P1-3

C1-PTS-P1-4

C1-PTS-P1-5

C1-PTS-P1-6

C1-PTS-P1-7

C1-PTS-P2-1

C1-PTS-P2-2

C1-PTS-P2-3

C1-PTS-P2-4

C1-PTS-P2-5

C1-PTS-P2-6

C1-PTS-P2-7

C1-PTS-P3-1

C1-PTS-P3-2

C1-PTS-P3-3

C1-PTS-P3-4

C1-PTS-P3-6

C1-PTS-P3-7

C1-PTS-P3-8

C1-PTS-P3-9

C1-PTS-P4-1

C1-PTS-P4-2

C1-PTS-P4-3

C1-PTS-P4-4

C1-PTS-P4-5

C1-PTS-P4-6

C1-PTS-P4-7

C1-PTS-P5-1

C1-PTS-P5-2

C1-PTS-P5-3

C1-PTS-P5-4

C1-PTS-P5-5

C1-PTS-P5-6

C1-PTS-P5-7

5-Undecene, (E)-
6-Isopropoxy-9-oxoxanthene-2-
carboxylic acid

6-Octen-1-ol, 3,7-dimethyl-, acetate
7,9-Di-tert-butyl-1-oxaspiro(4,5)deca-
6,9-diene-2,8-dione
9,10-Anthracenedione, 1,3-
dihydroxy-2-(hydroxymethyl)-
9,12-Octadecadienoic acid (Z,7)-
9H-Fluoren-9-one
(Z)-9-octadecenamide
Acetophenone

Androstane, (58)-

Androstane, (50)-

Anethole

Anthracene

Anthracene, 1-methyl-
Benzaldehyde

Benzaldehyde, 2-chloro-4-hydroxy-
Benzaldehyde, 4-(1-methylethyl)-
Benzaldehyde, 4-ethyl-
Benzenamine, 2,4,6-tribromo-
Benzenamine, N-ethyl-

Benzene, (3-methyl-2-butenyl)-
Benzene, (bromomethyl)-

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X

X

X

X
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Composto

>
2
2
S

C1-PTS-P1-1

C1-PTS-P1-2

C1-PTS-P1-3

C1-PTS-P1-4

C1-PTS-P1-5

C1-PTS-P1-6

C1-PTS-P1-7

C1-PTS-P2-1

C1-PTS-P2-2

C1-PTS-P2-3

C1-PTS-P2-4

C1-PTS-P2-5

C1-PTS-P2-6

C1-PTS-P2-7

C1-PTS-P3-1

C1-PTS-P3-2

C1-PTS-P3-3
C1-PTS-P3-4

C1-PTS-P3-6

C1-PTS-P3-7

C1-PTS-P3-8

C1-PTS-P3-9

C1-PTS-P4-1

C1-PTS-P4-2

C1-PTS-P4-3

C1-PTS-P4-4

C1-PTS-P4-5

C1-PTS-P4-6

C1-PTS-P4-7

C1-PTS-P5-1

C1-PTS-P5-2

C1-PTS-P5-3

C1-PTS-P5-4

C1-PTS-P5-5

C1-PTS-P5-6

C1-PTS-P5-7

Benzene, 1,1'-(1,3-butadiyne-1,4-
diyl)bis-

Benzene, 1,1'-(2,2-
dichloroethylidene)bis[4-ethyl-
Benzene, 1,1'-(chloromethylene)bis-
Benzene, 1,1'-[1,2-
ethanediylbis(oxy)]bis-

Benzene, 1,2,3-trimethoxy-5-(2-
propenyl)-

Benzene, 1,2-dimethoxy-4-(1-
propenyl)-

Benzene, 1-methyl-4-propyl-
Benzeneacetic acid, a-oxo-, ethyl
ester

Benzeneethanamine
Benzenemethanol, 2-methyl-, acetate
Benzenemethanol, 2-methyl-o-
phenyl-

Benzenepropanoic acid, 3,5-bis(1,1-
dimethylethyl)-4-hydroxy-, methyl
ester

Benzoic acid, 2,3,6-trichloro-
Benzoic acid, 2-[(7-chloro-4-
quinolinyl)amino]-, 2,3-
dihydroxypropyl ester

Benzoic acid, 2-ethylhexyl ester
Benzoic acid, 3,4,5-trimethoxy-,
methyl ester

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X
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Composto

>
2
2
S

C1-PTS-P1-1

C1-PTS-P1-2

C1-PTS-P1-3

C1-PTS-P1-4

C1-PTS-P1-5

C1-PTS-P1-6

C1-PTS-P1-7

C1-PTS-P2-1

C1-PTS-P2-2

C1-PTS-P2-3

C1-PTS-P2-4

C1-PTS-P2-5

C1-PTS-P2-6

C1-PTS-P2-7

C1-PTS-P3-1

C1-PTS-P3-2

C1-PTS-P3-3

C1-PTS-P3-4

C1-PTS-P3-6

C1-PTS-P3-7

C1-PTS-P3-8

C1-PTS-P3-9

C1-PTS-P4-1

C1-PTS-P4-2
C1-PTS-P4-3

C1-PTS-P4-4

C1-PTS-P4-5

C1-PTS-P4-6
C1-PTS-P4-7

C1-PTS-P5-1

C1-PTS-P5-2

C1-PTS-P5-3

C1-PTS-P5-4

C1-PTS-P5-5

C1-PTS-P5-6

C1-PTS-P5-7

Benzoic acid, 3,4-dimethyl-, methyl

ester

Benzoic acid, octyl ester
Benzoic acid, p-tert-butyl-
Benzophenone

Benzothiazole

Benzoyl chloride
Bicyclo[3.1.1]heptan-3-ol, 6,6-
dimethyl-2-methylene-, [1S-
(la,30,50)]-
Bicyclo[3.1.1]heptan-3-one, 2,6,6-
trimethyl-, (1a,28,5a)-
Bicyclo[4.2.0]octa-1,3,5-triene
Bis(2-ethylhexyl) maleate
Butanoic acid, 3-methyl-, 3,7-
dimethyl-6-octenyl ester
Carbazole

Carvenone

Cedrol

Chalcone

Chloroxuron

Chrysene

Cinnamaldehyde, (E)-
cis-7-Hexadecenoic acid
Citronellyl valerate
Cyclodecane

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X

X

X

X

X

X
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Composto

>
2
2
S

C1-PTS-P1-1

C1-PTS-P1-2

C1-PTS-P1-3

C1-PTS-P1-4

C1-PTS-P1-5

C1-PTS-P1-6

C1-PTS-P1-7

C1-PTS-P2-1

C1-PTS-P2-2

C1-PTS-P2-3

C1-PTS-P2-4

C1-PTS-P2-5

C1-PTS-P2-6

C1-PTS-P2-7

C1-PTS-P3-1

C1-PTS-P3-2

C1-PTS-P3-3

C1-PTS-P3-4

C1-PTS-P3-6

C1-PTS-P3-7

C1-PTS-P3-8

C1-PTS-P3-9
C1-PTS-P4-1

C1-PTS-P4-2
C1-PTS-P4-3

C1-PTS-P4-4
C1-PTS-P4-5

C1-PTS-P4-6

C1-PTS-P4-7

C1-PTS-P5-1

C1-PTS-P5-2

C1-PTS-P5-3

C1-PTS-P5-4

C1-PTS-P5-5

C1-PTS-P5-6

C1-PTS-P5-7

Cyclododecane

Cyclohexanamine, N-cyclohexyl-
Cyclohexanol, 4-(1,1-dimethylethyl)-
Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-
methylethyl)-, acetate
Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-
methylethyl)-, acetate, (10,26,503)-
Cyclohexene,1-cyclohexyl-
Cyclohexene,3-(2-propenyl)-
Cyclopenta[g]-2-benzopyran,
1,3,4,6,7,8-hexahydro-4,6,6,7,8,8-
hexamethyl-

Cyclopentaneacetic acid, 3-0x0-2-(2-
pentenyl)-, methyl ester, [1a,20(Z)]-
Cyclopentaneacetic acid, 3-0xo0-2-
pentyl-, methyl ester

D-Carvone

Decanal

Decanedioic acid, 1,10-dibutyl ester
Decanoic acid, ethyl ester

Diamyl phthalate

Dibutyl phthalate

Diethyl Phthalate

Diethyltoluamide

Dihydrojasmone

Diisopropyl adipate

X

X

X

X

X

X

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X X

X X X X X

X X X X X

X X X X X

X X X X X

X X X X X

X X X X X

X

X X X X X

X

X X X X X

X

X X X X X

X

X X X X X

X

X X X X X

X

X X X X X

X

X X X X X
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Dimethyl
X . X X X X X X X
morpholinophosphoramidate
Diphenyl ether X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Diphenyl sulfone X X X x X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Dodecanal X X X X X X X X X X X X X X X X X
Dodecane, 1-chloro- X X X X X x X
Dodecyl propyl carbonate X X X X x x X
Ethanone, 1-(4-ethylphenyl)- X X X X X X X X
Ethanone, 1,1'-(1,4-phenylene)bis- X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Ethyl glycolate X X X X X X X
Etymemazine
Fenatrol
Hexadecanal X X X X X X X
Hexadecanamide X X X X X x X x X X X X X X X
Hexadecane, 1-chloro-
Hexadecane-1,2-diol X X X X X x X
Hexadecanoic acid, 2-hydroxy-,
X X X X X X X
methyl ester
Hexadecanoic acid, butyl ester X X X X X x X
Homosalate X X X X X X X X X X x x x x x
Ledol X X X X X X X
Monoethyl phthalate X X X X x X X
Naphthalene, 1,2,3,4-tetrahydro-5,7-
. X X X X X X X X X X X X X
dimethyl-
Naphthalene, 1,2-dihydro- X X X x
Naphthalene, 1,4,5,8-tetrahydro- X X X X X X X X X X X X X X X x X X x X
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Composto

>
2
2
S

C1-PTS-P1-1

C1-PTS-P1-2

C1-PTS-P1-3

C1-PTS-P1-4

C1-PTS-P1-5

C1-PTS-P1-6

C1-PTS-P1-7

C1-PTS-P2-1

C1-PTS-P2-2

C1-PTS-P2-3

C1-PTS-P2-4

C1-PTS-P2-5

C1-PTS-P2-6

C1-PTS-P2-7

C1-PTS-P3-1

C1-PTS-P3-2

C1-PTS-P3-3

C1-PTS-P3-4

C1-PTS-P3-6

C1-PTS-P3-7

C1-PTS-P3-8

C1-PTS-P3-9

C1-PTS-P4-1

C1-PTS-P4-2

C1-PTS-P4-3

C1-PTS-P4-4

C1-PTS-P4-5

C1-PTS-P4-6

C1-PTS-P4-7

C1-PTS-P5-1

C1-PTS-P5-2

C1-PTS-P5-3

C1-PTS-P5-4

C1-PTS-P5-5

C1-PTS-P5-6

C1-PTS-P5-7

Naphthalene, 1,4-dimethyl-
Naphthalene, 2,3,6-trimethyl-
Naphthalene, 5-ethyl-1,2,3,4-
tetrahydro-

Naphthalene, decahydro-1,4a-
dimethyl-7-(1-methylethyl)-, [1S-
(la,4a0,70,8aB)]-

n-Butyric acid 2-ethylhexyl ester
n-Decanoic acid

n-Hexadecanoic acid
n-Nonadecanol-1

Nonanedioic acid, dimethyl ester
Nonanoic acid, 9-oxo-, methyl ester
Octadecanoic acid

Octanedioic acid, dimethy] ester
Octanoic acid, ethyl ester
o-Hydroxybiphenyl

ortho tert-Butyl cyclohexyl acetate
Oxirane, decyl-

Oxirane, tetradecyl-

Palmitic acid vinyl ester
Phenanthrene, 4-methyl-
Phenanthridine

Phenol, 2,5-bis(1,1-dimethylethyl)-
Phenol, 4-(2-propenyl)-

Phthalic anhydride

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X
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L-Sd-SLd-1D
9-6d-SLd-1D
§-¢d-S1d-1D
¥-6d-S.Ld-1D
€-Sd-S.Ld-ID
C-Sd-S.Ld-1D
[-6d-SLd-1D
L ¥d-SLd-1D
9-vd-S.Ld-1D
S-vd-S1d-1D
v-vd-SLd-1D
€-¥d-S1d-1D
Cvd-SLd-1D
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Composto

Phytol

X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
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Sclareolide

Sulphenone

Terpinen-4-ol

Tetradecanoic acid

Toluene

trans-2-Decenoic acid

trans-Cinnamaldehyde

trans-f3-Ionone

Tributyl acetylcitrate

Trifluoroacetoxy hexadecane

o-Lindane
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Tabela A10 - Compostos identificados (em inglés) na fragdo PTS do material particulado coletado na Campanha 2.
Amostra
T e T e o 9 2 2 22 20 5o o9 ¥ v 5o o = o o0 I 02
Composto B B A A A B A A A & A A A & A & & & & B & & & & o g g g g g g
N U A N N A N D A A A D h AR A N A N D A A A A oA A A A A A
R EEEEREEREEESEEEEEREEREREREEEELDEEEEE R
(Z)-4-(But-1-en-1-yl)guaiacol XXX X X X X X X X X X X X X X
1,13-Di(1-phenylpropyl)-
2,2,4,4,6,6,8,8,10,10,12,12-
dodecamethyl-1,3,5,7,9,11,13- X X X X X X X X X X X x X x X x
heptaoxa-2,4,6,8,10,12-
hexasilatridecane
1,1'-Biphenyl, 2,2',3,6'-tetrachloro- X X X X X X X X X X X x x x x X
1,1'-Biphenyl, 2,3',5,5'-tetrachloro- X X X X X X x X X X X X X X x X
Diisobutyl phthalate X X X X X X X X X X X X X x X
1,2-Benzenedicarboxylic acid, butyl
X X X X X X X X X X X X X X
8-methylnonyl ester
1,2-Benzenediol, 3,5-bis(1,1-
. X X X X X X X X X X X X X X X
dimethylethyl)-
1,2-Dihydroxyanthraquinone X XX X X X X X x X
1,3,9-Trimethylpyrene
1,3-Benzenediamine, 4-methyl-
1 33 -Dimethyl-5-pylazolyl-2,4- v x % %% x %% x % x % %% x o«
dichlorobenzoate
13,14-Dehydro-15-
. X X X X X X X X X X X X X X X X
cyclohexylcarbaprostacyclin
1-Butanol, 2,3-dimethyl- X X X X X X X X x X X x x x x x
2-Hexyl-1-decanol X X X X X X X X X X X X X X
1-Heptadecene
1H-Pyrazole, 4-chloro- X XX X X X X X X X X X X x x X
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Composto

Amostra

C2-PTS-P1-1

C2-PTS-P1-2

C2-PTS-P1-3

C2-PTS-P1-4

C2-PTS-P1-5

C2-PTS-P1-6

C2-PTS-P1-7

C2-PTS-P1-8

C2-PTS-P1-9

C2-PTS-P1-10

C2-PTS-P1-11

C2-PTS-P1-12

C2-PTS-P1-13

C2-PTS-P1-14

C2-PTS-P1-15

C2-PTS-P2-1

C2-PTS-P2-2

C2-PTS-P2-3

C2-PTS-P2-4

C2-PTS-P2-5

C2-PTS-P2-6

C2-PTS-P2-7

C2-PTS-P2-8

C2-PTS-P2-9

C2-PTS-P2-10

C2-PTS-P2-11

C2-PTS-P2-12

C2-PTS-P2-13

C2-PTS-P2-14

C2-PTS-P2-15

C2-PTS-P2-16

1-Naphthalenepropanol, o-
ethenyldecahydro-2-hydroxy-
a,2,5,5,8a-pentamethyl-, [1R-
[1a(R*),2B,4aB,8a0]]-

1-Octanol, 2-butyl-
2-((2-Ethoxyethoxy)carbonyl)benzoic
acid

2(3H)-Furanone, dihydro-4,5-
dimethyl-
2,2,4-Trimethyl-1,3-pentanediol
diisobutyrate
2,2'-Dihydroxy-4',6'-
dimethoxychalcone
2,3-Octanedione
2-Chlorobenzoic acid, decyl ester
2-Cyclohexen-1-ol, 2-methyl-5-(1-
methylethenyl)-, acetate
2-Ethylhexyl trans-4-
methoxycinnamate
2-Hexadecanol

2-Propenoic acid, 3-phenyl-
3,5-di-tert-Butyl-4-
hydroxybenzaldehyde
3-Amino-3-(4-
methylphenyl)propionic acid
3'-Hydroxy-a-naphthoflavone

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X
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Composto

Amostra

C2-PTS-P1-1

C2-PTS-P1-2

C2-PTS-P1-3

C2-PTS-P1-4

C2-PTS-P1-5

C2-PTS-P1-6

C2-PTS-P1-7

C2-PTS-P1-8

C2-PTS-P1-9

C2-PTS-P1-10

C2-PTS-P1-11

C2-PTS-P1-12

C2-PTS-P1-13

C2-PTS-P1-14

C2-PTS-P1-15

C2-PTS-P2-1

C2-PTS-P2-2

C2-PTS-P2-3

C2-PTS-P2-4

C2-PTS-P2-5

C2-PTS-P2-6

C2-PTS-P2-7

C2-PTS-P2-8

C2-PTS-P2-9

C2-PTS-P2-10

C2-PTS-P2-11

C2-PTS-P2-12

C2-PTS-P2-13

C2-PTS-P2-14

C2-PTS-P2-15

C2-PTS-P2-16

4,12-Dipropyl-4,7,7,9,9,12-
hexamethyl-8-oxa-4,7,9,12-
tetrasilapentadecane
4-Androsten-1783-o0l-3-one
glucosiduronate
4-Hydroxy-2,6,6-trimethyl-3-
oxocyclohexa-1,4-dienecarbaldehyde
4-Hydroxytriamterene sulfate
7,3'-Dihydroxyflavone
7,8-Dimethoxy-4-methylcoumarin
7,9-Di-tert-butyl-1-oxaspiro(4,5)deca-
6,9-diene-2,8-dione
7H-Benz[de]anthracen-7-one
9,10-Anthracenedione
9,10-Anthracenedione, 1,3-dihydroxy-
2-(hydroxymethyl)-

9-Dodecyn-1-ol

9H-Fluoren-9-one
(Z)-9-octadecenamide

Azulene, 1,2,3,5,6,7,8,8a-octahydro-
1,4-dimethyl-7-(1-methylethenyl)-,
[1S-(1a,70,8aB)]-

Benz[a]anthracene

Benzaldehyde, 3-methyl-

Benzamide, 2-fluoro-N-ethyl-N-
octadecyl-

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X
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Composto

Amostra

C2-PTS-P1-1

C2-PTS-P1-2

C2-PTS-P1-3

C2-PTS-P1-4

C2-PTS-P1-5

C2-PTS-P1-6

C2-PTS-P1-7

C2-PTS-P1-8

C2-PTS-P1-9

C2-PTS-P1-10

C2-PTS-P1-11

C2-PTS-P1-12

C2-PTS-P1-13

C2-PTS-P1-14

C2-PTS-P1-15

C2-PTS-P2-1

C2-PTS-P2-2

C2-PTS-P2-3

C2-PTS-P2-4

C2-PTS-P2-5

C2-PTS-P2-6

C2-PTS-P2-7

C2-PTS-P2-8

C2-PTS-P2-9

C2-PTS-P2-10

C2-PTS-P2-11

C2-PTS-P2-12

C2-PTS-P2-13

C2-PTS-P2-14

C2-PTS-P2-15

C2-PTS-P2-16

Benzene, 1,1'-(1,3-butadiyne-1,4-
diyl)bis-

Benzene, 1,1'-sulfonylbis[4-chloro-
Benzene, 2,4-diisocyanato-1-methyl-
Benzene, pentachloro-
Benzenepropanoic acid, 3,5-bis(1,1-
dimethylethyl)-4-hydroxy-, methyl
ester

Benzoic acid, 2-[(7-chloro-4-
quinolinyl)amino]-, 2,3-
dihydroxypropyl ester

Benzoic acid, 2-amino-4-methyl-
Butanoic acid, 2-methyl-, octyl ester
Butanoic acid, 4-chloro-, methyl ester
Carbazole, 2,3,5-trimethyl-
Chloroacetic acid allyl ester
Chrysene

Cyclodecanone

Cyclohexane, 1,3,5-triphenyl-
Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-
methylethyl)-, (10,28,58)-
Cyclopenta[g]-2-benzopyran,
1,3,4,6,7,8-hexahydro-4,6,6,7,8,8-
hexamethyl-

Cyclopentadecanone
Desethyleneciprofloxacin
Dicyclohexyl phthalate

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X X X X

X

X X X X

X

X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X

X

X

X X X X
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Composto

Amostra

C2-PTS-P1-1

C2-PTS-P1-2

C2-PTS-P1-3

C2-PTS-P1-4

C2-PTS-P1-5

C2-PTS-P1-6

C2-PTS-P1-7

C2-PTS-P1-8

C2-PTS-P1-9

C2-PTS-P1-10

C2-PTS-P1-11

C2-PTS-P1-12

C2-PTS-P1-13

C2-PTS-P1-14

C2-PTS-P1-15

C2-PTS-P2-1

C2-PTS-P2-2

C2-PTS-P2-3

C2-PTS-P2-4

C2-PTS-P2-5

C2-PTS-P2-6

C2-PTS-P2-7

C2-PTS-P2-8

C2-PTS-P2-9

C2-PTS-P2-10

C2-PTS-P2-11

C2-PTS-P2-12

C2-PTS-P2-13

C2-PTS-P2-14

C2-PTS-P2-15

C2-PTS-P2-16

Dimethylmalonic acid, monochloride,
isobutyl ester

Diphenyl sulfide

Diphenyl sulfone

Dodecane, 1-chloro-

Ethanone, 1,1'-(1,4-phenylene)bis-
Etymemazine

Furan, 2-(2-furanylmethyl)-5-methyl-
Heptanedioic acid, 4-methyl-,
dimethyl ester

Hexadecanamide

Hexanedioic acid, bis(2-ethylhexyl)
ester

Hexanedioic acid, dihexyl ester
Hymeglusin

Isopropyl palmitate

Lapachol

Methyl jasmonate

Naphthalene, 1,4,5,8-tetrahydro-
Naphthalene, 2-phenyl-
Naphthalene, decahydro-1,4a-
dimethyl-7-(1-methylethyl)-, [1S-
(lo,4aa,70,8a8)]-

n-Dodecyl methacrylate
n-Hexadecanoic acid

Nicotelline

X X X X X X

X X X X

X X X X X X

X X X X

X X X X X X

X X X X

X X X X X X

X X X X

X X X X X X

X X X X

X X X X X X

X X X X

X X X X X X

X X X X

X X X X X X

X X X X

X X X X X X

X X X X

X X X X X X

X X X X

X X X X X X

X X X X

X X X X X X

X X X X

X X X X X X

X X X X

X X X X X X

X X X X

X X X X X X

X X X X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X
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Composto

Amostra

C2-PTS-P1-1

C2-PTS-P1-2

C2-PTS-P1-3

C2-PTS-P1-4

C2-PTS-P1-5

C2-PTS-P1-6

C2-PTS-P1-7

C2-PTS-P1-8

C2-PTS-P1-9

C2-PTS-P1-10

C2-PTS-P1-11

C2-PTS-P1-12

C2-PTS-P1-13

C2-PTS-P1-14

C2-PTS-P1-15

C2-PTS-P2-1

C2-PTS-P2-2

C2-PTS-P2-3

C2-PTS-P2-4

C2-PTS-P2-5

C2-PTS-P2-6

C2-PTS-P2-7

C2-PTS-P2-8

C2-PTS-P2-9

C2-PTS-P2-10

C2-PTS-P2-11

C2-PTS-P2-12

C2-PTS-P2-13

C2-PTS-P2-14

C2-PTS-P2-15

C2-PTS-P2-16

Nonane, 1,9-dibromo-
Octadecane, 1-(ethenyloxy)-
Octicizer

Oxirane, [(dodecyloxy)methyl]-
p-Cymen-7-ol
Pentafluoropropionic acid, heptadecyl
ester

Phenol, 2-(1-phenylethyl)-

Phenol, 2,5-bis(1,1-dimethylethyl)-
Phenol, p-tert-butyl-

Phthalic acid, 3-ethylphenyl pentyl
ester

Profluralin

Propane, 1-isothiocyanato-
Propanenitrile, 3-hydroxy-
Propanoic acid, 2-methyl-, 2-propenyl
ester

Propylene glycol propyl ether
Pyrene

Quinoline, 2,4-dimethyl-
Tetracosane

Tributyl acetylcitrate

Triphenyl phosphate
d-Undecalactone

X X X X X

X

X X X X X

X X X X X

X

X X X X X

X

X X X X X

X

X X X X X

X

X X X X X

X X X X X

X

X X X X X

X X X X X

X

X X X X X

X

X X X X X

X

X X X X X

X

X X X X X

X

X X X X X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X
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e) Analises quimiométricas

Campanhas C1 e C2
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Figura A12 - Modelo PCA construido com os dados do conjunto C1 + C2 centrados na média (n = 145): a)

autovalores em fungdo do nimero de componentes principais, b) scores de PC 1 x PC 2 e ¢) loadings de PC 2.
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Campanha C1

Teste de permutagado

Tabela A11 - Avaliacio da significAncia do modelo com p-valores para diferentes testes estatisticos, considerando
50 permutacdes (nmp2,5 = 40, nprs = 40). Valores de p menores do que 0,05 indicaram que o modelo ¢ significante,

ou seja, que ndo houve sobreajuste.

Wilcoxon Sign Test Rand t-test
Classe MP> 5
Autopredigao 0,000 0,000 0,005
Validagao cruzada 0,000 0,000 0,005
Classe PTS
Autopredigao 0,000 0,000 0,005
Validag¢ao cruzada 0,000 0,000 0,005

o —_

2 Sum Squared Y-MP:; (C & CV) for 2 Components % Sum Squared Y-PTS (C & CV) for 2 Components

© A
T T T T T T T —» o T T T T T T T

B 2} 1 3 -

; 1 ’/,//’// - 1 ’,,/’/”//

@ e o _______| o o

O Oaman — = AN T

g- FEl "

s u 3 " om

g R B = S

% 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 § l; 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

Correlation permuted Y to original Y Correlation permuted Y to original Y

Figura A13 - Resultado grafico do teste de permutagao (n = 50 permutagdes) para amostras do conjunto CI.

C: calibragdo, CV: cross validation.
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Curvas ROC

Estimated (Solid) and

) Estimated (blue) and >
Cross-Validated (Dashed) Responses

Cross-Validated (green) ROC b)

T
=5
o 1@ = s &
o 7 )
2 s N
> s = Zo05¢f
= - >
e 7 gz
[h] S 0N
@ AUC = 1.0000 (C) / 1.0000 (CV) 35 L | ,
0 0.5 1 I 0.5 1 15

1-Specificity Y1 (MP2,5) Threshold (Y predicted)

c) d)
1 g T
) s o = p \
o e B2 1
g 7 o o I
v L

205 - S I
. - > 2 1
-g e S 2 [

7 S 0
@ AUC = 1.0000 (C) / 1.0000 (CV) E'é & : \

0' w [d))] 0 L L .
0 0.5 1 -0.5 0 0.5

1-Specificity Y2 (PTS)

Threshold (Y predicted)

Figura A14 - Avaliagdo do desempenho de classificacdo do modelo PLS-DA dos dados de C1 usando curvas
ROC: a) curva ROC para a classe MP,s; b) escolha do threshold bayesiano (limite de discriminagao da classe)
para a classe MP, 5, com base na maximizagao simultanea da sensibilidade e da especificidade; ¢) curva ROC para
a classe PTS; d) escolha do threshold bayesiano para a classe PTS. C: calibrag@o, CV: cross validation (validagio

cruzada).
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Campanha C2

Tabela A12 - Valores de sensibilidade e especificidade para o conjunto de dados C2.

Conjunto de calibragdo  Conjunto de validagao

(n=43) (n=22)
MP> 5
Sensibilidade 1,000 0,900
Especificidade 1,000 1,000
PTS
Sensibilidade 1,000 1,000
Especificidade 1,000 0,900

Teste de permutagao

g Sum Squared Y-MP.;(C & CV) for 4 Components 2’ Sum Squared Y-PTS (C & CV) for 4 Components
52 T ‘ . T . T | &2 T ‘ T T ‘ ‘ T ‘ ‘
>
SAR] - 9>,,1 —
> - > -
g o ——l—.———:;; —_— e ——— — = — — — = 0‘0. ——l—.———::;—‘—{': —————————————
g . 3 lh!_ —
o -1 g1
8 i .-
T 3.
g o I ‘ §0 o o
& 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 ®§O 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
& o

Correlation permuted Y to original Y Correlation permuted Y to original Y

Fractional Y Calibration
n Fractional Y Cross-Validation
Fractional Y Calibration Fit
Fractional Y Cross-Validation Fit

Figura A1S - Resultado grafico do teste de permutago (n = 50 permutagdes) para amostras do conjunto C2.
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Curvas ROC

Estimated (blue) and Estimated (Solid) and
a) Cross-Validated (green) ROC b) Cross-Validated (Dashed) Responses
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Figura A16 - Avaliagdo do desempenho de classificacdo do modelo PLS-DA dos dados de C2 usando curvas
ROC: a) curva ROC para a classe MP» s; b) escolha do threshold bayesiano para a classe MP» s; ¢) curva ROC para
a classe PTS; d) escolha do threshold bayesiano para a classe PTS. C: calibrag@o, CV: cross validation (validagio

cruzada).
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APENDICE 3 — Anélise de material particulado (MP25) em Belo Horizonte usando DI-
SPME-GCxGC/Q-TOFMS

a) Compostos identificados nas amostras

Tabela A13 - Identificagdo dos compostos encontrados em todas as amostras de MP; s.

1 2
R A o 152 R 1 )
N Composto (nome em inglés) N° CAS (min)  (s) Leale I
1 4-nitro-2H-benzotriazole 6299-39-4 5.70 1.93 920 -
) 3—A1p1no—7-n1tro— 1,2,4-benzotriazine - 570 487 920 )
1-oxide
3 Fumaronitrile 764-42-1 6.00 4.99 980 917
4 (4-Hydroxyphenyl)phosphonic acid 33795-18-5 6.60 1.89 1100 -
5 Pentadecafluorooctanoic acid, 2- - 6.80 191 1129 1145
ethylhexyl ester
6 2-Bromo-4,6-difluoroaniline 444-14-4 7.20 3.04 1186 1262
7 Decanal 112-31-2 7.40 1.95 1213 1206
2,5-Furandione, 3-(1,1- 18261-07-9
8 dimethylethyl)- 7.50 1.93 1225 1282
9 2—(6—Metho?(ypyr1d1n-3— 579515-25-6 8.20 211 1309 1319
yl)ethanamine
10 Oxirane, decyl- 2855-19-8 8.30 2.03 1318 1307
11 10-Undecen-1-ol 112-43-6 8.40 1.93 1327 1347
12 Benzene, 1-isocyanato-2-methoxy- 700-87-8 8.50 2.09 1336 -
13 Benzaldehyde, 2-hydroxy-4- 673-22-3 3.60 204 1345 1348
methoxy-
14 :;?éDlmethylpyrldmeG-carboxyhc 22047-86-5 3.90 183 1373 1370
15 n-Decanoic acid 334-48-5 9.00 2.01 1382 1373
16 1-Tetradecene 1120-36-1 9.20 2.01 1400 1392
17 Pyrrole, 2-methyl-5-phenyl- 3042-21-5 9.30 5.37 1408 1462
18 Dodecanal 112-54-9 9.40 211 1417 1409
19 1,9-Nonanediol 3937-56-2 9.40 2.01 1417 1416
20 1H-Indene-1-methanol, a-methyl-, 51926-98-8 9.50 235 1425 1491
acetate
21 1-Adamantyl methyl ketone 1660-04-4 9.80 0.68 1450 1462
22 Benzoic acid, 4-formyl- 619-66-9 10.00 251 1467 1452
23 Undecanoic acid 112-37-8 10.10 2.09 1475 1475
24 ]55_t;131_10ne, 1-(2,3-dihydro-1H-inden-  4228-10-8 1030 237 1492 1546
25 1-Pentadecene 13360-61-7 10.40 2.07 1500 1492
26 Methyl hydrogen phthalate 4376-18-5 10.50 2.58 1506 1530
27 Undecanoic acid, ethyl ester 627-90-7 10.50 2.19 1506 1494
78 1 24-Benzenedlcarboxaldehyde, 2,5- 7044-92-0 1050 239 1506 1510
dimethyl-
29 2,4-Dimethoxyamphetamine 23690-13-3 10.60 2.60 1513 1550
30 1-Pentadecyne 765-13-9 10.70 2.13 1519 1518
Dimethylsulfoxonium -
31 formylmethylide 10.80 1.77 1525 -
32 Vanillin, acetate 881-68-5 10.80 2.68 1525 1536
33 Propiophenone, 2,2',4',6'-tetramethyl-  2040-22-4 11.30 2.76 1556 1503
34 1H-Pyrazole, 3-methyl-5-phenyl- 3347-62-4 11.50 2.66 1569 1584



https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=6299-39-4
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=33795-18-5
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=112-43-6
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=700-87-8
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=673-22-3
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=3042-21-5
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=112-54-9
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=3937-56-2
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=1660-04-4
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=619-66-9
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=13360-61-7
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=4376-18-5
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=627-90-7
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=765-13-9
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=3347-62-4
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Ne Composto (nome em inglés) N° CAS Iy Ir Yeal Lt
(mln) (S) calc 1

35 2-Naphthalenamine, N-methyl- 2216-67-3 11.60 2.76 1575 1543

36 1,10-Dichlorodecane 2162-98-3 11.70 223 1581 1536

37 n-Tridecan-1-ol 26248-42-0 11.70  2.19 1581 1577

38 Cetene 629-73-2 12.00 2.05 1600 1592
1s,4R,7R,11R-1,3,4,7 -

39 Tetramethyltricyclo[5.3.1.0(4,11)]un 12.00 229 1600 1587
dec-2-en-8-one
2(3H)-Benzoxazolone, 3- -

40 (hydroxymethyl)- 12.10 1.49 1605 1628
1-Propanamine, 3- 1447-71-8

41 dibenzo[b,e]thiepin-11(6H)-ylidene- 1220 2.09 1610 -
N,N-dimethyl-, S-oxide

42 Tetradecanal 124-25-4 12.30 227 1615 1613

43 Phenol, 3,5-bis(1,1-dimethylethyl)- 1138-52-9 1240 241 1620 1555

44 Phthalamic acid 88-97-1 12.60 3.08 1630 1673

45 S(-)-Methcathinone 112117-24-5 1290 1.81 1645 1632
N-ethyl-2,3- -

46 methylenedioxyphenethylamine 13.102.76 1655 1634

47 Tridecanoic acid 638-53-9 13.20 235 1660 1666

48 Tridecane, 1-bromo- 765-09-3 13.30 239 1665 1651

49 3-Trifluoromethylbenzoic acid, 2- - 1360 241 1680 1630
octyl ester

50 3-Trifluoromethylbenzoic acid, 2- - 1360 3.88 1680 1639
octyl ester

51 Aplllne, N-methyl-N-(2,2,2- 62-53-3 1370 179 1685 1696
trichloroethoxycarbonyl)-

52 1-Heptadecene 6765-39-5 1390 2.15 1695 1692

53 2,6-Difluoro-3-methylbenzoic acid, - 1400 3.80 1700 1698
hexyl ester

54 Propanoic acid, 2-m§thy1-, 2-ethyl-1- - 1410 237 1704 1690
propyl-1,3-propanediyl ester

55 Pentadecanal 2765-11-9 1430 239 1713 1715

56 Chloroacetic acid, 10-undecenyl ester ~ 79-11-8 1470 233 1730 1696

57 1-Phenyl-2-(2-pyridyl)ethanedione 13474-48-1 15.00 334 1743 1832
Succinic acid, 2,3-dichlorophenyl -

>8 2,2,3,3,3-pentafluoropropyl ester 15.00 243 1743 1780

59 Benzophenone dimethyl ketal 2235-01-0 15.10 3.44 1748 1733

60 Diethylene glycol adipate 58984-19-3 15.10 3.54 1748 1858

61 133-Dloxolane—Z,2—d1pr0pan01c acid, 19719-88-1 1520 364 1752 1842
diethyl ester

62 2-Trifluoromethylbenzoic acid, 2- 433-97-6 1520 6.02 1752 1767
methyl ester

63 Sulfurous acid, nonyl 2-propyl ester - 1530 225 1757 1773

64 Isocitronellol 18479-52-2 1540 294 1761 1854

65 ?sete:ranmc acid, 3,5,5-trimethyl-, octyl - 1540 239 1761 1737

66 4-Pentadecyne, 15-chloro- 56554-70-2 15.80 245 1778 1755

67 Carbonic acid, dodecyl ethyl 35108-03-3 15.80 235 1778 1755

63 4,6,6-Trimethyl-7-morpholino-1,4- 76503-76-9 1580 247 1778 1739
oxazepane
Cyclopentanecarboxylic acid, 3- -

69  methylene-, 1,7,7- 1590 2.74 1783 1785
trimethylbicyclo[2.2.1Thept-2-yl ester

70 3-Octadecene, (E)- - 16.10 223 1791 1785



https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=2162-98-3
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=629-73-2
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=124-25-4
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=1138-52-9
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=88-97-1
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=112117-24-5
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=638-53-9
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=765-09-3
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=6765-39-5
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=2765-11-9
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=2235-01-0
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=433-97-6
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=18479-52-2
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=35108-03-3

279

APENDICES
Ne Composto (nome em inglés) N° CAS Iy Ir Yeal Lt
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1,4-Benzenediol, 2,5-bis(1,1- -

71 dimethylethyl)- 1620 249 1796 1823

72 Tetradecane, 1-iodo- 19218-94-1 16.30 2.19 1800 1827

73 Heptadecane, 2,6-dimethyl- 54105-67-8 16.50 2.23 1808 1782

74 E-11(13-Methyl)tetradecen-1-ol - 1670 258 1815 1822
acetate

75 Heptadecanal 629-90-3 16.70 2.47 1815 1899

76 Benzoic acid, octyl ester 94-50-8 16.80 2.82 1819 1792
Disulfide, bis(1,1,3,3-

77 tetramethylbutyl) 1690 237 1823 1775
1-(7-Methyl-4,8-diphenyl- -

78 pyrazolo[5,1-c][1,2,4]triazin-3-yl)- 17.10 3.04 1831 -
ethanone
Naphthalene, 2,7-bis(1,1- -

7 dimethylethyl)-1,2,3,4-tetrahydro- 17.30270 1838 1768

80 Oxalic acid, isobutyl nonyl ester 959275-48-0 1740 231 1842 1783

81 2-Methoxy-2'-methyl-stilbene - 17.60 3.28 1850 1876

82 Pentadecanoic acid 1002-84-2 17.80 2.64 1858 1867

]3 132,4-Benzenetr1carboxyhc acid, 1,2-  54699-35-3 1790 252 1862 1910
dimethyl ester

34 Methyl 4-bromo-5-phenylisoxazole- - 1810 179 1869 1896
3-carboxylate

85 Hexadecanal, 2-methyl- 55019-46-0 18.10 239 1869 1835

36 4-tert-Butyl-2,6-diisopropylphenyl - 1820 316 1873 1883
acetate

37 1-Naphthol, 1,2,3,4-tetrahydro-2- - 1880 356 1896 1922
(methylsulfonyl)-

88 5-Octadecene, (E)- 18899-24-6 18.80 2.39 1896 1818

gg  >-(Phenylsulphonyldihydro-1,3,5- - 1880 3.84 1896 1891
dioxazine

90  Nonadecane 629-92-5 1890 2.23 1900 1900

91 2-Heptadecanone 2922-51-2 19.00 2.60 1904 1904

92 2-Pentyl methylphosphonofluoridate - 19.10 3.24 1909 -

93 ;:5)21’4'Dlmethyl'phe“yl)'ZH'pyraZOI' - 19.10 3.80 1909 1850

94 S;ltlefrurous acid, 2-ethylhexyl isohexyl - 1920 229 1913 1908

95 Salicylic acid, 2-methylbutyl ether, 2- - 1920 270 1913 1929
methylbutyl ester

96 1,14-Tetradecanediol 19812-64-7 19.40 2.58 1922 1924

97 Benzoic acid, 2-phenoxy- 2243-42-7 19.40 3.50 1922 1913

08 3,5-di-tert-Butyl-4- 14035-33-7 1960 3.04 1930 1903
hydroxyacetophenone

99 1,2-Naphthalenedione, 3,8-dimethyl-  5574-34-5 1990 2.66 1943 1942
5-(1-methylethyl)-

100 Anthracene, 9-ethyl-1,2,3,4,5,6,7,8- - 1990 256 1943 1865
octahydro-

101  2,15-Hexadecanedione 18650-13-0 20.10 2.49 1952 1884
Bis[(2- -

102 chlorocyclopentyl)methyloxy]methan 2030 2.13 1961 2007
e

103 Palmitic acid 57-10-3 20.40 247 1965 1968

104  1,9-Bis(formamido)nonane - 20.40 2.82 1965 1888

105  Caffeine 58-08-2 20.40 4.08 1965 1835

106  Phthalic acid, isobutyl 2-pentyl ester - 20.70 3.40 1978 2008
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107  Dibutyl phthalate 84-74-2 20.70 3.02 1978 1965

108 :IC;Ed[Z—Morphollno]ethyl]succmarnlc - 2090 416 1987 2075

109 Acetamide, N-.(S-methyhsoxazol-3- - 2090 243 1987 1970
yl)-2-morpholin-4-yl-

110 P‘ropa}n-l—ol, 1-ethyl-1-phenyl-3-(1- 6853-22-1 2100 479 1991 1995
piperidyl)-

111  Oxamide, N-(2-morpholinoethyl)- - 21.00 252 1991 1929

112 9jPhenanthrenecarbon1tr1le, 9,10- 56666-55-8 2100 3.62 1991 1920
dihydro-

113  Eicosane 112-95-8 21.10 223 1996 2000

114 33>-Trimethyleyclohexyl 2- - 21.10  2.66 1996 2047
acetoxybenzoate

115 Heptadecanenitrile 5399-02-0 21.30 249 2005 1956

116 435-D1methyl-4-n1tr0—2-pheny1-2,4— - 2140 274 2010 2020
dihydro-pyrazol-3-one
Acetohydrazide, 2-hydroxy-2-phenyl- -

117 N2-but-2-enylideno- 21.50 1.01 2015 2077

118  9-Eicosyne 71899-38-2 21.70 235 2025 2027

119 Hexadecane, 1-iodo- 544-77-4 21.80 2.17 2030 2038

120 Coumarin-6-ol, 3,4-dihydro-4,4,5,7- - 2180 278 2030 1974
tetramethyl-

121  Heptadecanoic acid, methyl ester 1731-92-6 2190 2.43 2035 2028

122 Palmitoleic Acid 373-49-9 22.10 243 2045 1951

123 Pyracarbolid 24691-76-7 2210 3.72 2045 1943

124 it’ﬁe?‘°h1°r°'4'meth°"yd‘phe“yl - 2220 227 2050 1992

125 B§nzamlde, N-(tetrahydro-4-oxo-3- 62578-77-2 2250 187 2065 2046
thienyl)-

126 Propanedinitrile, cyclohexyl(2- 74764-55-9 2250 559 2065 2106
methylcyclohexyl)-

127  Heptadecanoic acid 506-12-7 22.50 245 2065 2071

128 Heneicosane 629-94-7 2330 2.19 2106 2100

129  Stearic Acid 57-11-4 23.60 229 2124 2153

130  2,3,3'4-Tetrachloro-1,1'-biphenyl 41464-43-1 23.60 2.82 2124 2109

131 glscz:radecanmc acid, 2-methylpropyl 110-34-9 2370 233 2129 2135

132 1,16-Hexadecanediol 7735-42-4 23.70 239 2129 2130

133 9,10-Dimethylanthracene 781-43-1 23.80 3.20 2135 2136

134 Oleic Acid 112-80-1 24.00 4.81 2147 2141

135  2-(5-Chloro-1H-1,2,3-triazol-3- - 2420 3.50 2159 2144
yl)benzoic acid

136 Z:tg;ahc acid, 2-methylbutyl pentyl = - 2450 264 2176 2171

137 B.enze.ne, 1,1'-(1,3-butadiyne-1,4- 886-66-8 2460 338 2182 2142
diyl)bis-

138 Acr1dm-9-am1ne, 1,2,3,4-tetrahydro- - 2470 306 2188 2249
5,8-dimethyl-

139 1-Docosene 1599-67-3 2470 239 2188 2193

140  cis-13-Octadecenoic acid 13126-39-1 2470 290 2188 2179

141  1-Morpolino-2,3-butadiene - 2480 231 2194 -

142 Sulfurous acid, butyl undecyl ester - 25.00 2.19 2207 2235

143 Oxalic acid, dodecyl isohexyl ester - 25.10 2.66 2213 2280

144  Nonadecanoic acid, methyl ester 1731-94-8 2540 235 2233 2228

145  1H-Phenanthro[9,10-c]pyrazole - 25.60 3.24 2247 2275
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146  cis-10-Nonadecenoic acid 73033-09-7 25.60 235 2247 2256

147 2H—Pyran-2—0ne, tetrahydro-6- 1227-51-6 2560 260 2047 2199
tridecyl-

148  5-Methyl-Z-5-docosene - 25.70  2.70 2253 2292

149  Pentadecanamide, 15-bromo- - 2620 2.54 2287 2218

150  Sulfurous acid, butyl tridecyl ester 959067-51-7 26.50 2.19 2307 2334

151  Pyrene, 2-methyl- 3442-78-2 26.50 3.26 2307 2254

15y ~Benzamide, 4-ethyl-N-(2- - 2680 191 2329 2292
ethylphenyl)-

153  2-Anilino-4,6-di-tert-butylphenol - 2690 3.68 2336 2440

154  Cyclohexane, (1-octylnonyl)- 55124-77-1 2690 235 2336 2307

155  Fumaric acid, 2-ethylhexyl octyl ester - 2690 2.25 2336 2288

156  Phenanthrene, 2,4,5,7-tetramethyl- 7396-38-5 27.00 3.00 2343 2235

157 1,3,5-Triazine-2,4,6-triamine, N-(4- - 2730 336 2364 2784
methylphenyl)-

158 D-Mannopentadecane-1,2,3,4,5- - 2770 026 2393 2404
pentaol

159  Tetracosane 646-31-1 27.80 2.11 2400 2400

160  Kaur-16-en-18-ol, (4a)- - 2790 290 2408 2400

161  5-Methoxy-[1,2,3]oxadiazole - 2790 229 2408 -

162 Benzoic acid, 2,4-dichloro-, 4- - 2820 376 2431 2342
acetylphenyl ester

163 Benzoic acid, 2,6-dichloro-, 2- - 2890 290 2431 2342
acetylphenyl ester

163  Heneicosanoic acid, methyl ester 6064-90-0 28.30 2.33 2438 2429

165 S;ltlefrurous acid, pentadecyl 2-propyl - 2840 219 2446 2370

166  Arachidic Acid 506-30-9 28.40 2.07 2446 2564

167 Heneicosanoic acid 2363-71-5 28.60 2.07 2462 2463
trans-8,9-Dihydro-11- 83462-60-6

168 methylbenz(a)anthracene-8,9-diol 2870 3.28 2469 2593

169 Dodecanoylhydrazide, N2-(1- - 2870 284 2469 2403
methylpentylideno)-

170  Oleamide 301-02-0 28.70 2.58 2469 2397

171  Sulfurous acid, butyl tetradecyl ester - 29.10 2.11 2500 2434

172 2,2'-Bibenzimidazole 14468-52-1 29.20 3.50 2508 2502

173 2H-1-Benzopyran, 2,2-diphenyl- 4222-08-6 29.20 3.10 2508 2419

173 P-Cyanophenyl p-(2- - 30.00 0.76 2575 2574
propoxyethoxy)benzoate

175  Di-n-decylsulfone 500026-38-0 30.0 223 2575 2516

176 eS::tlefrurous acid, octadecyl 2-propyl - 3070 213 2636 2668

177 4-Trifluoromethylbenzoic acid. - 3070 251 2636 2598
heptadecyl ester

178  Heptacosane 593-49-7 31.40 2.17 2700 2700
Succinic acid, 4-chloro-3- -

179 methylphenyl 2-methoxyphenyl ester 31.80 559 2736 2745

180  Cyclodocosane, ethyl- 296-86-6 31.90 231 2745 2798
4,4'-bi-4H-pyran, 2,2',6,6'- -

181 tetrakis(1,1-dimethylethyl)-4,4'- 32.00 549 2755 2608
dimethyl-

182  Sulfurous acid, butyl heptadecyl ester - 32,10 2.15 2764 2732
7-Hydroxybenzo[b]thiophene-3- -

183  carboxylic acid, 2-acetylamino-6- 32.40 3.84 2791 2796

dimethylaminomethyl-, ethyl ester
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Ne° Composto (nome em inglés) N° CAS 1R I ' L
p g (mln) (S) calc lit

Quinoline, 4-(2-hydroxy-2-methoxy- -

184 I-thioxoethy)-2-phenyl- 324 3.02 2791 2848

185  Octacosane 630-02-4 32.0 2.21 2800 2800

136 "el"setree;phthahc acid, 2-ethylhexyl octyl - 3310 3.04 2855 2768

187 Terephthalic acid, 6-methylhept-2-yl - 3310 260 2855 2860
octyl ester

188  Octacosane, 2-methyl 1560-98-1 3320 225 2864 2859

189  Sulfurous acid, butyl octadecyl ester - 33.30 237 2873 2831

I1r € o tempo de retengdo de um pico na primeira dimensdo de um sistema bidimensional abrangente; %t € 0
tempo de retengdo de um pico na segunda dimensdo e !/ ¢ o indice de retengdo de um pico eluido da coluna
da primeira dimensao. Nomenclatura de acordo com Wu et al. (2012). it ¢ nimero CAS: os valores foram
obtidos a partir das bases de dados PubChem e NIST 2017. A identificacdo dos espectros de massas foi feita

com base na biblioteca NIST 2017.
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b) Cromatogramas bidimensionais de SVOCs/VOC:s identificados em amostras dos
dois pontos de coleta

4.39E6

2nd dimension retention time (s)

0.00

1st dimension retention time (min)

4.77EG

2nd dimension retention time (s)

0.00

1st dimension retention time (min)

Figura A17 - Diagramas de cores de duas amostras de MP, s representativas dos pontos de coleta ECO (a) e
PAC (b).
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