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RESUMO

Os dibenzodioxinas-policlorados (PCDD), dibenzofuranos policlorados (PCDF)
e ‘dioxin-like> PCB (dI-PCB) sao hidrocarbonetos aromaticos polialogenados
persistentes no meio ambiente devido ao baixo potencial de degradacdo térmica e
microbioldgica. O numero de &tomos de cloro e a posicdo em que estdo ligados ao anel
aromatico determinam o potencial toxicoldgico destes compostos para 0s animais. A
exposicdo humana e animal a estes congéneres é monitorada através de programas
regulamentados pela Unido Européia para andlise de dioxinas e PCBs em amostras
ambientais e do género alimenticio. Processos industriais e outras atividades humana,
bem como incidentes indesejaveis, sdo as principais fontes de emissdo desses
compostos para 0 meio ambiente.

O presente trabalho é dividido em trés projetos, onde o Capitulo 1 apresenta 0s
aspectos gerais sobre dioxinas e PCBs, detalhando informacgdes sobre os compostos
estudados, suas toxicidades e os dados técnicos de andlises realizadas em todo o
trabalho. No Capitulo 2 apresenta o estudo de caso da ave migratéria Chasco-cinzento,
no qual se analisou, por cromatografia gasosa acoplada espectrometria de massas de alta
resolucdo (GC-HRMS) , os congéneres toxicos de PCDD/Fs e dI-PCB, e 0s ndo-tdxicos
ndl-PCBs em amostras ambientais (solo, ovos e embrido da ave, insetos e larvas de sua
cadeia alimentar) coletadas durante o ciclo de reproducdo na Holanda, para investigar
possiveis rotas de contaminacdo da ave. Em ovos foram encontrados 13,08 pg TEQ-
PCDD/Fs-dI-PCBs-WHOq05 g'l; em larvas ‘ritnaald’ 7,08 pg TEQ-PCDD/Fs-dI-PCBs-
WHO,005 g™; e em solos ao redor dos ninhos 2,21 pg TEQ-PCDD/Fs-dl-PCBs-WHO4q05
g™. A comparacdo dos perfis de distribuicdo e as correlacdes de Pearson (p) calculadas
entre as amostras, apresentam fortes indicios de que alguns insetos e larvas adquirem os
congéneres de PCDD/Fs e PCBs quando em contato com o solo. Ao se alimentar dos
insetos, a fémea transfere para o ovo a contaminacdo adquirida. No Capitulo 3, foram
apresentados os niveis de PCDD/Fs e PCBs em amostras de solos coletadas na area
urbanda de Belo Horizonte/MG, analisadas por GC-HRMS. A faixa de concentragdo
total em TEQ variou de 0,43 a 4,54 ng TEQ kg™ d.m.. O maior nivel médio em TEQ
por &rea encontrado foi 2,68 (+ 1,63) ng TEQ kg™ d.m.. Os baixos niveis em TEQ
alcancados sugerem que as regides investigadas ndo sdo afetadas pelas possiveis fontes

de emissdo de dioxinas, embora Belo Horizonte/MG esteja circundada por algumas



delas. No Capitulo 4 foi investigado o desempenho da técnica APGC-MS/MS como
alternativa para andlise de dioxinas, furanos e PCBs, em relacdo ao GC-HRMS e
comparado com a legislacdo da Uni&o Europeia. O estudo apresenta os resultados de
mais de 200 amostras reais, que foram obtidos e comparados com GC-HRMS, e a
seletividade foi avaliada comparando-se 0s cromatogramas. A sensibilidade foi
consideravelmente melhor no APGC-MS/MS do que a de GC-HRMS, enquanto o
intervalo linear de ambas as técnicas cobriram semelhante faixa. As razdes entre ions
foram em sua maioria dentro da faixa de tolerancia de = 15%. concluiu-se que a
determinacédo de dioxinas e de PCBS utilizando APGC-MS/MS cumprem 0s requisitos
definidos pela Comissdo Europeia. Contudo, devido desempenho geral um pouco
melhor, 0 GC-HRMS é o método preferido para efeitos de controle por monitoramento.

Palavras-chave: PCDD/Fs e PCBs, analises ambientais, perfil de distribuicéo,
comparacdo GC-HRMS e GC-MS/MS.



EVALUATION OF THE PRESENCE OF DIOXINS AND PCBS IN THE ENVIRONMENT
THROUGH CASE STUDIES AND THE FEASIBILITY OF THE USE OF GAS
CHROMATOGRAPHY COUPLED TO SEQUENTIAL MASS SPECTROMETRY IN THE
ANALYSIS OF THESE COMPOUNDS.

ABSTRACT

The polychlorinated dibenzo-p-dioxin (PCDD), polychlorinated dibenzofurans
(PCDF) and 'dioxin-like' PCBs (dI-PCBs) are polyhalogenated aromatic hydrocarbons.
Due to their low potential for thermal and microbiological degradation, these
compounds are persistent in the environment. The number of chlorine atoms and the
position where they are attached to the aromatic ring determine the toxicological
potential of these compounds to animals. The human and animal exposure to these
congeners has been monitored by official programs regulated by the European Union
for the analysis of dioxins and PCBs in environmental and foodstuff samples. Industrial
processes and other human activities, as well as undesirable incidents, are the main
sources of emissions of these compounds to the environment.

This work is divided in three main chapters. Hence, in Chapter 1 it is described
the general aspects of dioxins and PCBs, with detailed information about these
compounds, their toxicities and technical data regarding the analytical techniques
performed herein. Chapter 2 presents the case study of migratory bird Northern
Wheatear, in which gas chromatography coupled with high resolution mass
spectrometry (GC-HRMS) is employed to analyze the toxic congeners of PCDD/Fs and
dI-PCBs, as well the non-toxic NDL-PCBs. To investigate possible contamination in the
bird routes, the following samples, collected during the bird reproductive cycle in the
Netherlands, were analyzed: soil, eggs, embryos as well as insects and larvae of the bird
food chain. The following levels were found in each sample: eggs (13.08 pg TEQ
PCDD/Fs-dI-PCBs-WHO2005 g*; 'ritnaald' larvae (7.08 pg TEQ PCDD/Fs-dI-PCBs
WHO2005 g*; soil (collected close to the bird nests: 2.21 pg TEQ PCDD/Fs-dl-PCBs-
WHO2005 g*. The comparison of the distribution profiles revealed strong evidence that
some insects and larvae acquire congeners of PCDD/Fs and PCBs when in contact with
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soil. Then, the female transfers the contamination to the eggs upon feeding on insects.
In Chapter 3, the levels of PCDD/Fs and PCBs, as analyzed by GC-HRMS, in soil
samples collected in the urban area of Belo Horizonte/MG are presented. The total TEQ
concentration ranged from 0.43 to 4.54 ng TEQ kg™ dry matter (dm). The highest
average level was 2.68 (+ 1.63) ng TEQ kg™ dm. The low levels achieved for all
samples suggest that the investigated areas are not affected by possible sources of
dioxin emissions, even knowing that Belo Horizonte is surrounded by a number of
them. In Chapter 4 the performance of APGC-MS/MS as an alternative technigque to
GC-HRMS for the analysis of dioxins, furans and PCBs is investigated. The results of
more than 200 real samples are analyzed. Hence, selectivity was assessed by comparing
the chromatograms from both approaches, i. e. GC-HRMS and APGC-MS/MS.
Sensitivity was considerably better for APGC-MS/MS than GC-HRMS whereas similar
linear dynamic ranges were achieved for both techniques. Finally, the ratios between
ions were mostly within the + 15% tolerance range. Shortly, the determination of
dioxins and PCBS by APGC-MS/MS meets the requirements defined by the European
Commission. However, due to a slightly superior overall performance, the GC-HRMS
technique is still the preferred method for dioxins analysis to be used for control

purposes.

Keywords: PCDD/Fs e PCBs, environmental analysis, distribution patterns, comparison
GC-HRMS e GC-MS/MS.
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CarPiTULO 1 DIOXINAS

CAPITULO 1

1 DIOXINAS

1.1 Aspectos Gerais

As dioxinas pertencem a uma classe de hidrocarbonetos aromaticos
polialogenados cujas principais estruturas incluem os dibenzodioxinas-policlorados
(PCDDs), os dibenzofuranos-policlorados (PCDFs) e os policlorados bifenilas (dl-
PCBs). Esses compostos séo poluentes organicos persistentes (POP) devido ao baixo
potencial de degradacdo quimica e microbioldgica. As dioxinas sAo subprodutos
indesejaveis de atividades industriais e processos de combustdo, e, uma vez lancadas no
meio ambiente, podem se espalhar por grandes distancias carregadas por correntes de ar
e/ou marinhas, representando um tipo de contaminante onipresente no meio ambiente
global [1].

Seres humanos e animais expostos a este grupo de contaminantes, estdo sujeitos
a efeitos adversos. Destacam-se tecidos moles, sarcomas, linfomas, lesdes na pele
(cloracne), cancer de estbmago, anormalidades bioquimicas no figado, elevados niveis
de lipidio no sangue, lesdo fetal, efeitos sobre os sistemas imunologicos e neuroldgicos
[2]. Além disso, efeitos carcinogénicos, genéticos e alteracdo no ciclo reprodutivo de
algumas especies foram observados em estudos com animais [3, 4].

A exposic¢do humana a contaminacgdo por PCDD/Fs e PCBs é possivel através de
varias rotas:
- Inalacdo de ar e admissao de particulas do ar;
- Ingestdo de alimentos e agua;
- Adsorcao dérmica.

Em 1990, um grupo de trabalho da Organizacdo Mundial da Saide (WHO, em
inglés, World Health Organization) concluiu que 90% da exposic¢do diaria a dioxinas, a
partir do background, resulta da ingestdo dos alimentos, especialmente alimentos de
origem animal, responséveis pela ingesto diaria de 2 pg TEQ kg ™peso corpéreo (TEQ,
Toxic Equivalence). Outros géneros alimenticios, especialmente 0s ndo-gordurosos, sdo
de menor importancia em termos de consumo de PCDD/Fs e PCBs, ou por serem de

origem vegetal ou baixo potencial de bioacumulagdo de compostos lipofilicos [5].

13



CarPiTULO 1 DIOXINAS

A Figura 1 mostra uma estimativa das possiveis formas de exposi¢cdo humana as

dioxinas.

B Frutos do mar

B Leite e carnes

B Vegetais

B Outros alimentos
B3 Inalagéo

O solo

Figura 1: Estimativa da exposicdo humana as dioxinas [6].

Devido a muitas medidas para reduzir as emissdes de PCDD/Fs no ambiente,
foi observada reducdo na contaminacdo de alimentos por dioxinas. Como consequéncia,
a ingestdo diaria através dos alimentos também diminuiu. Por exemplo, na Alemanha,
em 1991, o consumo médio era de 127,3 pg-TEQ por dia, enquanto que, em 2003 a
ingestdo para um adulto médio alemdo era estimada em 69,6 pg-TEQ por dia. Uma
reducdo expressiva também foi observada em peixes. Em 1991, peixes contribuiam para
cerca de 30% da ingestdo diaria (mesma percentagem para 0s produtos lacteos e carne),
jaem 2003 apenas 10% da ingestdo diaria era devido a essas amostras [5].

Atualmente muitos dados estdo disponiveis para as concentracdes de PCDD/Fs e
PCBs em solos, sedimentos e ar. Biomonitores, como a vegetacdo, o leite de vaca, e
ovos de algumas espécies de aves, foram aplicados com sucesso para identificar ou
monitorar concentragfes em ambientes na vizinhanga de potenciais fontes pontuais [7].
Devido a preocupacdo publica sobre dioxinas e furanos, muitos estudos buscam
identificar hotspots potenciais de contaminacao.

Ao avaliar as concentragdes de PCDD/Fs e PCBs no meio ambiente, deve-se
considerar que algumas matrizes sdo sensiveis a contaminacdo de curto prazo, por
exemplo, 0 ar ou a vegetacdo de curta duragdo, enquanto outras matrizes, tais como
sedimentos e solos, ndo ocorre acumulagdo com o tempo. Alguns fatores sé&o
importantes para a interpretacdo dos resultados, por exemplo, no inverno as
concentracdes de PCDD/Fs no ar podem ser mais elevadas por um fator de 10 vezes em
TEQ, em relagdo ao verdo, tempo de exposicdo (algumas horas ou semanas),
localizacéo (area urbana ou rural) e até o tipo de amostragem [7].

O solo € um deposito natural dos compostos organicos persistentes e lipofilicos,

tais como PCDD/Fs e PCBs, que sdo adsorvidos ao carbono organico do solo e
14



CarPiTULO 1 DIOXINAS

permanecem relativamente imoéveis. Desta forma, o solo torna-se uma matriz

‘acumuladora’, devido ao longo tempo de meia-vida dos congéneres [7].
1.2 Revisao Bibliografica

121 Dioxinas, Furanos e PCBs

Dibenzodioxinas policloradas (PCDD, em inglés polychlorinated dibenzo-p-
dioxins), mais comumente chamadas de dioxinas, consistem em dois anéis aromaticos
ligados por dois 4&tomos de oxigénio, podendo conter entre 4 e 8 atomos de cloro ligados
aos anéis, gerando mais de 75 compostos ou congéneres. Sao considerados toxicos 0s
congéneres gue apresentam atomos de cloro ligados nas posicdes 2, 3, 7 e 8. No meio
ambiente, as dioxinas sdo encontradas como uma mistura de compostos ou congéneres,
além de outras substancias que apresentam estrutura semelhante, mas com diferentes
niveis de toxicidade. S&o os dibenzofuranos policlorados (PCDF, em inglés
polychlorinated dibenzofurans) e os bifenilos policlorados (PCB, em inglés
polychlorinated biphenyls) [8]. A Figura 2 mostra a estrutura geral para PCDDs, PCDFs
e PCBs.

1

COO% 0

PCDDs PCDFs PCBS

Figura 2: Estruturas quimicas de a) PCDDs; b) PCDFs; c) PCBs.

As estruturas quimicas dos congéneres estudados neste projeto encontram-se no
Anexo |: PCDDs (Figura A. 1); PCDFs (Figura A. 2); dI-PCBs (Figura A. 3); ndl-PCBs
(Figura A. 4).

Os PCDD/Fs e PCBs sdo poluentes organicos persistentes (POP) e onipresentes
no meio ambiente global. Alguns destes compostos hidrofobicos e lipossollveis sdo
altamente resistentes ao metabolismo de espécies vertebradas, incluindo os seres
humanos. Como resultado destas propriedades, ocorre biomagnificacdo e elevadas
concentragdes podem ocorrer frequentemente em predadores no topo da cadeia

alimentar [9].
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O tempo de meia-vida do congénere 2,3,7,8-TCDD (2,3,7,8-Tetracloro-dibenzo-
dioxina), considerado o mais toxico pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO, em
inglés World Health Organization), em roedores é de 2-4 semanas [10]. Em seres
humanos, o tempo de meia-vida estimado é de 7,2 anos; para 0s outros congéneres a

faixa varia entre 3 e 19,6 anos [11].

1.2.2 Fontes de producéo e contaminacéo

As dioxinas e furanos sdo subprodutos indesejaveis da queima de matéria
organica ou processos industriais, ambos na presenca de cloro [12].

Os PCBs, diferentemente das dioxinas, foram produzidos intencionalmente
durante décadas até 1985, quando foram proibidos o uso e a comercializacdo ap6s
comprovacao de sua toxicidade e efeitos biocumulativos. Basicamente, o 6leo de PCBs
era utilizado como fluido isolante em equipamentos elétricos e hidraulicos ou aditivos
de pesticidas. Embora tenham sido banidos na década de 70, ainda é possivel encontrar
0 Oleo de PCBs nos equipamentos antigos abandonados ou mesmo no reuso e
comercializacdo ilegal [13].

Devido ao fato de se estender aos mais diferentes locais no meio ambiente, é
possivel dizer que as dioxinas possuem mdultiplas fontes de emissdo. A liberacdo destes
congéneres para 0 meio ambiente possui diferentes rotas e concentracfes, dependentes
da fonte de producéo e emisséo.

As rotas de formacdo das dioxinas e furanos podem ser divididas em duas
categorias [14, 15]:

- Processos térmicos: em processos de combustdo podem ser formadas pela ligacéo
dos elementos carbono, hidrogénio, oxigénio e cloro, mecanismo conhecido como
sintese “de novo”, atraves de precursores, reagoes de ciclizacdo de hidrocarbonetos
ou reacdes de oxidacdo de grupos aromaticos. A faixa de temperatura favoravel para
a formacéo das dioxinas e furanos é entre 200 e 450 °C, com pico de formacao

préximo a 300 °C.

- Processos quimicos industriais: Em processos industriais de produtos quimicos, a
formacdo e favorecida em temperaturas maiores que 150 °C, condi¢fes alcalinas,
presenca de catalisadores metélicos e radiacdo UV ou atraves de substancias que

produzem radicais livres.
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Segundo a USEPA [16, 17], as principais fontes de emissdo de PCDDI/Fs

compreendem:

a) Incineracao de lixo;

b) Producéo de polpa de papel;

c) Fabricacdo de produtos quimicos halogenados;

d) Industria do PVC;

e) Producdo de cimento;

f) Processos metalurgicos;

g) Crematorios;

h) Combustdo de combustiveis sélidos e liquidos;

i) Erupcdes vulcanicas;

j) Fontes de reserva (solos, processos bioquimicos, fotoliticos, queimadas de
florestas e acidentes ambientais).

A presenca de dioxinas e furanos apds o processo de combustdo se deve a trés
fatores principais [18]:

- Podem estar presentes no material organico incinerado e nao serem destruidas
de modo completo no processo de combustéo;

- Precursores clorados, tais como fendis clorados e clorobenzenos, estariam
presentes na fonte;

- Processo de sintese de novo, que envolve a combinacdo de outras substancias
quimicas nao relacionadas entre si.

Elevados niveis de dioxinas e seus precursores ja foram relatados em estudos
com incineradores de lixo municipal nos ultimos anos. Abad et al. (2001) [19] reportou
valores em torno de 50 ng TEQ kg™ de lixo para PCDDs. Neste caso, o modelo do
incinerador de lixo, a temperatura da zona de pos-combustao e o tipo de dispositivo de
controle da poluigéo do ar usado para remover os contaminantes do fluxo de gas tornam
a combustdo controlada, permitindo menor liberacdo das dioxinas e furanos para o
ambiente [11, 16, 17].

Entretanto, incinera¢Ges ndo-controladas, mesmo que em pequena escala, podem
contribuir na liberacdo destes compostos. Um estudo feito por Lemieux et. al. (2000)
avaliou a emissdo de dioxinas e furanos decorrentes da queima de lixo doméstico néo-

controlada em residéncias dos EUA. Os resultados indicaram que este tipo de queima
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libera mais dioxinas e furanos do que incineradores de lixo municipais, devido a
combustdo incompleta e a composicao heterogénea do lixo contendo plésticos, metais,
madeira, papéis e matéria organica [20].

Outros tipos de lixo quando incinerados também sdo geradores de dioxinas.
Entra nesta lista o lixo hospitalar, por conter parte de 6rgdos humanos, ataduras, tubos
de sangue, tubos de ensaio, agulhas, seringas, cultura de células, tecidos e outros
materiais plasticos. A incineracdo é o meio mais utilizado para o tratamento de residuos
hospitalares em todos os paises [21, 22].

A pratica de incineracdo dos subprodutos indesejaveis de processos quimicos
industriais comecou recentemente, como forma de eliminacéo do lixo. Por exemplo, as
indUstrias de cimento substituiram os antigos combustiveis comuns por este tipo de lixo
para alimentar os fornos a temperaturas entre 1100 e 1500 °C. Dependendo do tipo de
industria da qual provém, este lixo pode ser explosivo, oxidante, altamente inflamavel,
corrosivo, infeccioso, mutagénico, irritante, tdxico ou carcinogénico. Essas
caracteristicas influenciam na formacéo das dioxinas [23-25].

A queima da madeira também ja foi relatada como fonte de emissdo de dioxinas.
Um estudo de Lavric et al. (2004) encontrou concentracdo de 945 g TEQ/ano para a
queima de lenha, estando de acordo com o Inventario de Emissdo da Unido Europeia
[26, 27].

As industrias de fabricacdo de polpa e celulose sdo grandes fontes de poluicédo
ambiental, contaminando rios e lagos préoximos as indudstrias. As fases para a producéo
da polpa compreendem: deslignificacdo, lavagem, branqueamento e extracdo. Na etapa
de branqueamento séo utilizados cloro gasoso, hipoclorito, diéxido de cloro, oxigénio,
perdxidos e acido peracético [18, 28].

Das instalagbes industriais de papel e celulose pode ocorrer a liberacdo de
PCDD/Fs da seguinte forma:

 Ar: através da produgdo de vapor pela queima da lignina, madeira, cascas ou
licor do cozimento.

« Agua: branqueamento da polpa em instalagdes onde ¢ utilizado cloro.

* Produto: o grau de contaminag¢do nos produtos depende da tecnologia utilizada

para o branqueamento da polpa.
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Relata-se que residuos gerados a partir de uma fabrica de celulose da China,
produz concentracfes de dioxinas da ordem de 300 pg TEQ/litro de polpa produzida
[29].

Além das possiveis fontes de emissdo de dioxinas e furanos citadas acima, 0s
‘reservatorios’ devem ser consideradas. Devido sua natureza hidrofébica e persistente
no meio ambiente, as dioxinas se acumulam no solo, sedimentos, aterros sanitarios,
vegetacdo e matéria organica. Sao entdo chamados de ‘reservatorio’ pela capacidade de

redistribuicéo e circulacdo destes compostos no meio ambiente.

1.2.3 Efeitos toxicoldgicos

Segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa em Céncer (IARC, em inglés,
International Agency for Research on Cancer) [30], as dioxinas sdo reconhecidas como
substancias altamente tdxicas aos animais e seres humanos. O congénere 2,3,7,8-TCDD,
apos avaliacdo com dados epidemioldgicos em humanos, foi classificado no grupo 3
como “carcinogénico humano conhecido”. No entanto, ndo afeta o material genético e
ndo ha um nivel de exposicdo abaixo do qual o risco de cancer seja negligenciavel [30,
31].

Entretanto, ha uma discordancia entre os comités europeu e americano quanto a
linearidade da correlacdo entre o limite de exposicdo e a manifestacdo de processos
carcinogénicos. Para a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (U.S.EPA,
em inglés, United States Environmental Protection Agency), ha linearidade de
correlagdo e, por conseguinte, inexisténcia de um limite a partir do qual se possa
extrapolar um risco potencial de manifestacdo do cancer. O Comité Cientifico da
Alimentacdo Humana da Unido Europeia e o Comité de Especialistas em Aditivos
Alimentares da WHO, concluiram que na exposicdo as dioxinas, o0 cancer € um
fendmeno extremo, e este efeito nédo estaria ligado as acbes mutagénicas do DNA, mas
antes a imunossupresséo [31].

A exposicdo humana inadvertida ocorre de forma direta (sistema respiratorio e
contato com a pele) e indireta (solo e alimentos). Atualmente, estudos indicam que
cerca de 90% da exposicdo humana as dioxinas da-se por meio de ingestdo de
alimentos, considerada a principal via de contaminacdo. Diante de uma exposicéo

ocasional a elevadas concentragdes, 0 organismo que absorve estes congéneres nocivos
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desencadeia os sintomas rapidamente caracterizando a toxicidade aguda, podendo levar
a morte [32, 33].

Um caso bem conhecido deste efeito toxico ocorreu em 2004, na Ucrénia,
qguando o entdo candidato a presidéncia, Viktor Andriyovych Yushchenko, foi
envenenado com o congénere 2,3,7,8-TCDD. Amostras de pele e sangue foram
coletadas e analisadas durante os trés anos seguintes por um laboratério da Alemanha e
dois laboratorios localizados na Holanda. A concentracdo inicial contida no sangue de
Yushchenko foi de 66.000 pg TEQ g™ de gordura, mais de duas mil vezes o valor
normal de uma populacdo sem exposicéo. A Figura 3 mostra os efeitos da “cloracne” no

rosto de Viktor Andriyovych Yushchenko antes e depois da contaminacéo [34, 35].

Figura 3: Fotografia de Viktor Yushchenko antes (A), 3 meses (B) e 3,5 anos (C) depois
da contaminagé&o por 2,3,7,8-TCDD [35].

A exposicdo prolongada por dioxinas, pode acarretar debilidade do sistema
imunoldgico e alteracdes dos sistemas nervoso, enddcrino, hormonal e reprodutivo.
Estes sistemas sdo 0s mais sensiveis a a¢do toxica dos congéneres substituidos, 2,3,7,8-
TCDD e 2,3,7,8-PCDD, o0s quais apresentaram o mesmo fator de toxicidade. Em
criangas, a dose que pode causar efeitos nocivos é até 100 vezes menor do que nos
adultos, comprometendo o desenvolvimento fisico e mental [30]. A Figura 4 apresenta
os principais efeitos toxicos das dioxinas nos sistemas reprodutivo feminino e
masculino de adultos [31].

Um fenbmeno descrito apos os acidentes de Seveso (ltalia, 1976), Yusho (Japdo,
1968) e Yucheng (Taiwan, 1979), em que a populacdo foi exposta a niveis altos de
dioxinas e PCBs, foi a alteracdo na relagdo entre taxas de nascimentos de individuos do
sexo masculino e feminino, com claro aumento da descendéncia feminina. No primeiro

caso, a taxa normal de natalidade era de 0,51, ou seja, 106/100 entre homens e
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mulheres, no periodo de 1977 a 1996. Apo6s o acidente a taxa verificada foi de 0,31 [36-
40].

Foram também estudados 71 homens, os quais tinham cerca de seis anos na
época do acidente de Seveso (Italia, 1976). Ao fim de aproximadamente trinta anos da
exposicao, apresentaram diminui¢do do nimero e da mobilidade dos espermatozdides
[37].

Efeitos Efeitos
reprodutivos na reprodutivos no
Mulher Homem

Baixos niveis de
testosterona

T

Alteragdes hormonais

N A

Redugao nas

Disfungdo ovarica contages
espermaticas

Anomalias
testiculares

Endometriose

Genitalia de tamanho
Diminuigdo da fertilidade reduzido

Figura 4: Principais efeitos das dioxinas no sistema reprodutivo humano feminino (a) e
masculino (b) [31].

A diferenciacdo genética pode acarretar diferentes respostas das células as
dioxinas para individuos de uma mesma espécie [31, 41]. A dose letal do congénere
2,3,7,8-TCDD varia mais do que 5000 vezes, entre uma cobaia mais sensivel
(porquinho-da-india) e uma cobaia menos sensivel (hamster). Em todas as espécies de
mamiferos até agora testadas, as doses letais do congénere mais toxico, 2,3,7,8-TCDD,
resultaram em Obito avancado, precedido de perda de peso corporal excessiva
(debilitagdo) [36]. A Figura 5 apresenta outros possiveis efeitos das dioxinas a saude

humana.
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Figura 5: Efeitos principais das dioxinas na saude humana [31].
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Um aumento da taxa de mortalidade por cancer foi observado em individuos
sujeitos a elevada exposicdo em determinadas industrias na Alemanha, Holanda e EUA
[36]. Os grupos de trabalhadores industriais estudados estavam expostos aos mesmos
fatores de risco e todos apresentaram cloracne, principal efeito da contaminacdo por
dioxinas. No grupo dos EUA, a concentracdo media do congénere 2,3,7,8-TCDD no
sangue era de 2.000 ng kg™ (valor maximo de 32.000 ng kg*), enquanto que no grupo
de trabalhadores afetados da Holanda, a média das concentracdes foi da ordem de 1.434
ng kg™ (valores entre 301 — 3.683 ng kg™). No grupo de trabalhadores estudados da
Alemanha que foram expostos ao acidente da BASF, foi detectado um valor médio de
1.008 ng kg™ e, para os trabalhadores da Boehringer, a concentracido média foi da
ordem de 2.252 ng kg™ [36].

Tais resultados encontrados nestes grupos de individuos sdo equiparaveis com
estudos de carcinogenicidade feitos em ratos de laboratério. Em ratos expostos
diariamente & 2,3,7,8-TCDD na concentragdo de 100,0 ng kg™ de peso vivo, foram
observados carcinomas hepatocelulares e carcinomas das células escamosas do pulméo.
As concentragdes do congénere 2,3,7,8-TCDD encontradas no sangue desses ratos
variaram entre 5.000 a 10.000 ng kg™ de peso corpéreo. Estes estudos revelam que
existe paralelismo na resposta carcinogénica a exposi¢éo da 2,3,7,8-TCDD em humanos

e em ratos [36].

1.2.4 Fatores de toxicidade
Surgiu entdo a necessidade de estabelecer e padronizar mundialmente os valores

de potencial de toxicidade de todos os congéneres de PCDDs, PCDFs e dI-PCBs,
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relativos ao congénere mais potente, 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (2,3,7,8-
TCDD). Esta conversdo € baseada na concepcdo de que todos os congéneres
considerados toxicos apresentam semelhante efeito qualitativo porque se ligam ao
mesmao receptor celular, mas com intensidades toxicas diferentes. Os PCBs indicadores,
também conhecidos como “PCBs marcadores” e pouco toxicos, porém sua presenca é
um indicador de que os congéneres toxicos de PCDD/Fs e PCBs podem estar em uma
determinada amostra.

Utilizando-se o efeito potencial relativo (REP, em ingles Relative Effect
Potency), é possivel estimar o fator de toxicidade de um congénere (TEF, em inglés
Toxic Equivalency Factor), relativo a toxicidade do 2,3,7,8-TCDD, considerada a
dioxina mais toxica, e que assume o valor de TEF igual a 1 [42].

Desde o inicio de 1990, a World Health Organization (WHO) tem promovido
encontros de especialistas em contaminantes e seguranca alimentar, com o objetivo de
redefinir e organizar os valores de TEF. O documento revisado em 2005, quando houve
a Ultima alteracdo dos valores citados. Encontra-se na Tabela 1 os valores estabelecidos
em 1998 e atualizados em 2005 a Gltima revisdo [9, 43].

Logo, a toxicidade equivalente (TEQ, em inglés, Total Equivalent) consiste na
soma dos produtos entre a concentracdo de cada congénere multiplicado pelo seu
respectivo TEF. Seu valor é uma estimativa do total da atividade tdxica equivalente ao
congénere 2,3,7,8-TCDD, para a mistura dos congéneres [9].

O célculo da toxicidade total é determinado pela expressdo matematica:

Toxicidade Equivalente (TEQ) = Z(C x TEF)

Onde, C = Concentragdo individual de cada congénere; TEF = Fator de toxicidade

equivalente.
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Tabela 1: Valores de TEF estabelecidos em 1998 e reavaliados em 2005 pela WHO.

TEF

Congéneres WHO 1998 WHO 2005 #
PCDDs
2,3,7,8-TCDD 1 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 1
1,2,3,4,7,8-HXCDD 0,1 0,1
1,2,3,6,7,8-HXCDD 0,1 0,1
1,2,3,7,8,9-HXxCDD 0,1 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 0,01
OCDD 0,0001 0,0003
PCDFs
2,3,7,8-TCDF 0,1 0,1
1,2,3,7,8-PeCDF 0,05 0,03
2,3,4,7,8-PeCDF 0,5 0,3
1,2,3,4,7,8-HXCDF 0,1 0,1
1,2,3,6,7,8-HXCDF 0,1 0,1
1,2,3,7,8,9-HXCDF 0,1 0,1
2,3,4,6,7,8-HXCDF 0,1 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 0,01
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01 0,01
OCDF 0,0001 0,0003
NO-PCBs
3,37,4,4’-tetraCB (PCB 77) 0,0001 0,0001
3,4,4°,5-tetraCB (PCB 81) 0,0001 0,0003
3,3’,4,4°,5-pentaCB (PCB 126) 0,1 0,1
3,3’,4,4° 5,5’-hexaCB (PCB 169) 0,01 0,03
MO-PCBs
2,3,3’,4,4’-pentaCB (PCB 105) 0,0001 0,00003
2,3,4,4°,5-pentaCB (PCB 114) 0,0005 0,00003
2,3’,4,4’ 5-pentaCB (PCB 118) 0,0001 0,00003
2°,3,4,4’ 5-pentaCB (PCB 123) 0,0001 0,00003
2,3,3’,4,4’,5-hexaCB (PCB 156) 0,0005 0,00003
2,3,3’,4,4’,5’-hexaCB (PCB 157) 0,0005 0,00003
2,3°,4,4° 55 -hexaCB (PCB 167) 0,00001 0,00003
2,3,3°,4,4°,5,5-heptaCB (PCB 189) 0,0001 0,00003

% Os valores em negrito sofreram alteracéo,
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1.2.5 Legislacao

As dioxinas emitidas para a atmosfera podem se depositar no solo, nas plantas
Ou na agua, e serem ingeridas pelos animais do meio (bovinos, suinos, aves e peixes) se
acumulando na gordura corporal e, desta forma, entrando na cadeia alimentar. Para
diminuir a exposicdo humana aos congéneres de PCDD/Fs e dI-PCBs, deve-se reduzir
seus niveis em alimentos, uma vez que o homem ocupa o topo da cadeia alimentar e
adquire a maior parte da contaminagé&o via oral [16-18].

Nas ultimas duas décadas, a comunidade internacional apelou para ac¢6es globais
urgentes a fim de reduzir e/ou eliminar a emissdo de dioxinas, furanos e PCBs para o
meio ambiente. A semelhanca de outros poluentes organicos persistentes, as dioxinas,
os furanos e os PCBs propagam-se através das fronteiras internacionais e constituem
uma ameagca para o ambiente e para a saide humana em escala mundial.

Esta preocupacdo generalizada reflete-se na Convencdo de Estocolmo sobre
poluentes organicos persistentes (POPs), bem como no protocolo de 1998 relativo aos
POPs, no &mbito da Convengdo sobre a Poluicdo Atmosférica Transfronteirica a Longa
Distancia da Comissdo Econémica das NacGes Unidas para a Europa [44].

Em 24 de outubro de 2001, a unido europeia atraves do Comité Econémico e
Social, que estabeleceu uma estratégia comunitaria em matéria de PCDD/Fs e PCBs,
dividida em duas partes: uma parte inclui acdes para reduzir a presenga desses
congéneres no ambiente; a outra, acGes para reduzir a presenca destes compostos na
alimentacdo animal e humana [12].

Para que a Unido Europeia pudesse programar na integra as obrigacoes
decorrentes dos dois instrumentos internacionais foi adotado, em 2004, o Regulamento
(CE) n.° 850/2004 relativo a poluentes organicos persistentes [45]. Este documento
exige gque os Estados-Membros da Unido Europeia estabelecam inventarios nacionais de
liberacdo destes subprodutos indesejaveis e que identifiguem as medidas para combater
sua propagacéo.

A estratégia para reduzir a presenca de dioxinas e PCBs nos alimentos previa a
tomada de uma série de medidas legislativas relativas aos alimentos para consumo
humano e animal e se baseava em trés principais vetores:

— Estabelecimento de niveis maximos praticaveis para a alimentacdo humana e

animal;
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— Estabelecimento de niveis de acdo funcionando como mecanismo de “alerta
rapido” de indices de dioxinas nos alimentos superiores aos desejaveis;

— Estabelecimento de niveis-alvo, no tempo, para que a exposi¢cdo de uma
grande parte da populacdo europeia recue para os limites recomendados pelos comités
cientificos.

Com a publicacdo da Recomendacdo da Comissdo 2004/705/CE, de 11 de
outubro de 2004, estabeleceu-se o programa relativo ao monitoramento dos niveis de
base de PCDDs, PCDFs e dI-PCBs nos géneros alimenticios, tendo determinado para
cada estado-membro, a quantidade minima de amostras a se analisar anualmente,
devendo essa quantidade ser revista todos os anos em funcdo dos resultados e da
experiéncia adquirida.

O Regulamento (CE) n° 1881/2006 da Comissdo, de 19 de dezembro de 2006,
fixa os teores maximos de contaminantes presentes em géneros alimenticios, incluindo
0s PCDD/Fs, dI-PCBs e seus somatdrios em TEQ [46].

O Regulamento (CE) n° 1259/2011 da Comissdo de, 2 de dezembro de 2011,
altera o Regulamento (CE) n° 1881/2006 no artigo 7°, no que se refere os teores
maximos para as dioxinas, dI-PCBs e PCBs ndo semelhantes a dioxinas nos géneros
alimenticios, passando a haver dois teores maximos, um resultante do somatorio dos
PCDDs e PCDFs, expresso em equivalente toxico (PCDD/F-TEQ-OMS) com base nos
TEF-OMS (fatores de toxicidade equivalentes 2005 da OMS), e o0 teor maximo para 0
somatorio dos PCDD/Fs e dI-PCBs (X(PCDD + PCDF + PCBs)) expresso em
equivalente toéxico (PCDD/F-dI-PCB-TEQ-OMS), com base nos TEF-OMS (fatores de
toxicidade equivalentes 2005 da OMS). Para aves sdo permitidos 3,0 pg TEQ/g de
gordura, ovos de galinha 5,0 pg TEQ/g de gordura e 6leos e gorduras vegetais 1,25 pg
TEQ/g de gordura [47].

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) é o
orgdo nacional responsavel pela gestdo das politicas puablicas de estimulo a
agropecuéria, pelo fomento do agronegdcio e pela regulagdo e normatizacdo de servicos
vinculados ao setor.

O Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) tem
como fungéo bésica regulamentar o controle e a vigilancia. As agdes do PNCRC estéo
direcionadas para se conhecer e evitar a violagdo dos niveis de seguranca ou dos limites

méaximos de residuos (LMR) de substancias autorizadas. Aplica-se também a ocorréncia
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de quaisquer niveis de residuos de compostos quimicos de uso proibido no pais, com o
objetivo de promover a garantia de qualidade do sistema de producdo de alimentos de
origem animal ao longo das cadeias produtivas.

O PNCRC foi instituido pela Portaria Ministerial n® 51, de 06 de maio de 1986 e
adequado pela Portaria Ministerial n° 527, de 15 de agosto de 1995. As diretrizes,
programas, planos de trabalho e agGes correspondentes constam no Plano Nacional de
Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem Animal
(PNCRC/Animal), instituido pela Instrugdo Normativa SDA N.° 42, de 20 de dezembro
de 1999.
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CAPITULO 2

2 EXPERIMENTAL

2.1 Amostras

O tratamento das amostras foi realizado seguindo métodos previamente
desenvolvidos e validados [48] ou métodos padrdo [49] ou com base em critérios da
Unido Europeia atraves dos Regulamentos No. 252/2012 [50] e 152/2009 [47] para o
controle oficial de generos alimenticios para humanos e animal [51].

Desta forma, no topico a seguir sera descrito o procedimento de analise comum
a todas as amostras, enquanto que as particularidades das amostras coletadas em cada
projeto, serdo discutidas em seus respectivos capitulos.

2.2 Preparo de Amostras

As amostras analisadas foram previamente fortificadas com padrdes internos
marcados (*3C), seguido pelo método de extracdo manual ou automatizado. O extrato
passou por duas etapas de clean-up (GPC e PowerPrep) antes de ser concentrado para
injecdo no equipamento GC-HRMS e APGC-MS/MS. Foram utilizados injetores
splitless e o sistema PTV (Programmed Temperature Vaporizer). A quantificacdo foi
feita por diluicéo isotopica.

O fluxograma da Figura 6 apresenta todas as etapas envolvidas durante a
determinacédo de dioxinas, furanos e PCBs nas amostras gerais, até a inje¢do no sistema
GC-HRMS ou APGC-MS/MS.
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Figura 6: Fluxograma esquematico de todas as etapas envolvidas na analise de dioxinas, furanos e PCBs por GC-HRMS.
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2.3 Padrdes e reagentes

As misturas de padrdes nativos (**C) e marcados (**C), ED-906-B-5, ED-980,
EF-909-B-5, EF-982, ED-998, EF-999, ED-911, ED- 907, EC-4187, EC-4188, EC-
4058, EC-4986, EC-4987, e EC-5179 foram fornecidas pela Cambridge Isotope
Laboratories (Tewksbury, MA, USA).

O material de referéncia interno, 6leo de girassol (299520), utilizado como
amostra-controle de rotina, foi fortificado no laboratério RIKILT com 0,92 pg TEQ-
PCDD/Fs g*; 0,79 pg TEQ-dI-PCBs g™ e 16 ng g™ para a soma dos 6 congéneres de
ndl-PCBs.

Os tempos de retencdo do sistema cromatografico para os congéneres nativos
(12C) e marcados (13C) estdo apresentados na Tabela A. 1. Na Tabela A. 2 estdo as
informacgdes referentes aos reagentes utilizados em todas as analises. Na Tabela A. 3

encontra-se descrito como as amostras-controle foram preparadas para anélise.

2.4 Extracgéao
Dois métodos de extracdo adequados para as amostras estudadas foram
utilizados, protocolo SMEDES (através do Ultraturrax) e Extracdo por Liquido
Pressurizado (utilizando o equipamento ASE 350%). Antes das extracdes, foram
adicionados os padrdes internos marcados '*C para dioxinas (PCDDs), furanos
(PCDFs), dI-PCBs (ndo-orto e mono-orto) e ndl-PCBs. A descricéo de todas as soluctes

padrdo de PCDD/Fs e PCBs encontra-se no ANEXO Il — CALCULOS.

2.4.1 Protocolo SMEDES

O método SMEDES foi desenvolvido por Foppe Smedes para extracdo de
gordura da amostras sem a utilizacdo de solvente organico clorado [52]. As dioxinas
com caracteristicas lipo sollveis e bioacumulativas, por sua vez, sdo extraidas
juntamente com a gordura. Para amostras que ndo contém gordura, como solo ou grama,
recomenda-se utilizar a extracdo com liquido pressurizado. A Figura 7 apresenta o
fluxograma com todas as etapas do método SMEDES.

Séo adicionados dois padrdes internos marcados *C:

- 500 pL de **C-DIOXNOP-2 contendo a mistura de *C-PCDD/Fs e **C-NO-
PCBs, de concentracio 0,100 pg pL™ em tolueno.
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- 500 pL de **C-MOPIP-2 contendo a mistura de **C-MO-PCBs e **C-ndI-PCBs,

de concentracéo 2,000 pg pL™ em iso-octano.

Pesou-se a amostra em frasco de 500 mL

v

Adicéo de 500 pL do padréo interno marcado *C

v

Adicéo de 15 mL de solucéo saturada de NaCl

Adicdo de 80 mL de 2-propanol

v

Adicéo de 120 mL de &gua ultrapura

Adicdo de 120 mL de ciclohexano

Triturador Ultraturrax por 5 minutos

v

Centrifuga por 10 minutos
(3000 r.p.m.; 10 °C)

!

Recolher a fase orgénica sobrenadante

v

Filtrar em funil contendo Na,SO, anidro

J

Evaporar solvente em rota evaporador
(presséo: 360-420 mbar; banho-maria: 60 °C)

Armazenar frasco em estufa (60 °C) durante a noite

Figura 7: Fluxograma esquematico para o metodo SMEDES [52].

As etapas de adicdo de 120,0 mL de ciclohexano, 5 minutos de ultraturrax,
centrifugacdo com recolhimento do sobrenadante e adi¢do no funil de Na,SO, anidro,
foram repetidas trés vezes mantendo-se a fase aquosa no frasco. Apos evaporacdo do
solvente no evaporador rotatério, 0s extratos permaneceram na estufa (60 °C) durante a
noite para evaporagdo total do solvente. Para o célculo do teor de gordura para cada
amostra, todos os frascos coletores foram previamente pesados antes da extragédo e apds

a evaporacdo do solvente na estufa (Figura A. 5).
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2.4.2 ASE 350

Patenteado pela empresa americana Thermo Fisher Dionex (Sunnyvale, EUA), o
equipamento ASE 350 (Accelerated Solvent Extraction) foi utilizado para a extragédo
com liquido pressurizado (ELP), de amostras que ndo contem gordura (ex. solo e
grama). Na Figura A. 6, estdo as figuras ilustrativas de todas as etapas descritas no
fluxograma da Figura 8, referentes ao método de extracéo por liquido pressurizado.

As amostras depois de homogeneizadas foram transferidas quantitativamente do
béquer para as células do ASE com solvente tolueno e levadas ao equipamento. O
instrumento inicia o aquecimento do forno até 100 °C, enquanto a célula contendo a
amostra ¢ carreada para dentro do forno. E injetado solvente (Tolueno/Etanol 1:1) na
célula até que a pressdo interna atinja 1500 psi permanecendo estatico por 15 minutos e
trés repeticdes, com purga de 240 segundos e lavagem a 90% de volume.

O extrato final foi transferido quantitativamente com solvente tolueno para o
funil contendo Na,SO, anidro Apds evaporagdo do solvente no evaporador rotatério, 0s
extratos permaneceram na estufa (60 °C) durante a noite para evaporagdo total do

solvente.

2.5 Clean-up

Amostras ambientais e de alimentos (humano ou animal) constantemente
necessitam de etapas de purificacdo (clean-up) apds a extracdo, para remocdo de
interferentes da matriz que possam comprometer a identificacdo e a determinacéo
quantitativa dos congéneres PCDD/Fs e PCBs.

Foram utilizados dois procedimentos de clean-up para as amostras deste estudo,
GPC (Gel Permeation Chromatography) e o sistema automatizado de colunas
cromatogréficas PowerPrep™ (Fluid Management Systems, Waltham, MA, USA),
ambos regulamentados em documento oficial do Instituto RIKILT [53].

O sistema GPC foi utilizado apenas para as amostras do projeto chasco-cinzento,
a fim de garantir a remocgdo dos intereferentes de matrizes pouco conhecidas para

analises de dioxinas.
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Pesar 10 g de amostra no béquer

\ 2
Pesar 5 g de terra de diatoméacea

\ 4
Homogeneizar

\\
Adicao de 500 pL padrdo interno marcado **C

A\
Transferir quantitativamente para célula (34 mL)

\ 2
Carregar a célula e frasco coletor no instrumento

v

Programa de extracéo: Método 9

V
Adicionar extrato ao funil com Na,SO, anidro

Vv

Evaporar solvente em rota evaporador
(pressdo: 360-420 mbar; banho-maria: 60 °C)

Figura 8: Fluxograma esquematico do preparo de amostra para 0 método de extracao

com liquido pressurizado utilizando ASE 350.

2.5.1 GPC

A etapa do GPC (Gel Permeation Chromatography) ocorre apds evaporacao de
todo solvente do extrato obtido pelos métodos SMEDES ou ASE. Por esta técnica, é
possivel separar as moléculas dos congéneres de interesse (PCDD/Fs, dI-PCBs e ndl-
PCBs) que possuem massa molecular entre 200 e 500 g mol™, de moléculas maiores
como gordura, 6leo e polimeros.

O GPS (Figura A. 7) consiste em uma bomba de HPLC (Gilson, Model 305), um
autosampler (Gilson, Model 231) equipado para aspirar e injetar 12,5 mL da solugéo-
amostra e um coletor de fracdo (Gilson, Model 202) adaptado para coletar fracfes de até
300 mL.
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A permeacdo em gel € 0 modo de separacdo que ocorre com o0s granulos de Bio-
Beads S-X3. Compostos maiores do que os limites de exclusdo molecular passam
através da coluna sem impedimentos, enquanto que os compostos pequenos, dentro do
intervalo de restricdo peso molecular, serdo retidos na coluna. Os pequenos compostos
permeiam pelos poros das esferas Bio-Beads S-X3 e, assim, demoram mais tempo para
atravessar a coluna. A Figura 9 apresenta o esquema funcional da purificagéo por GPC.

Apos filtracdo em Na,SO, anidro e posterior evaporagdo do solvente, o residuo
do extrato da amostra presente no frasco coletor € transferido quantitativamente para
uma proveta de 25 mL utilizando a mistura de ciclohexano/acetato de etila (1:1) até
completar o volume de 15,0 mL, onde é homogeneizado e, em seguida, armazenado em
frasco com septo apropriado para a injegédo no GPC.

A solucdo-amostra é aspirada pela bomba do GPC e eluida através da coluna
com a mistura de solvente ciclohexano/acetato de etila (1:1), até que sejam coletados
200 mL de solugdo-amostra. Foi utilizada uma coluna modelo Spectrum (60 cm x 2,5
cm) e empacotada com Biobeads S-X3 (composicdo: granulos de copolimero de
estireno divinilbenzeno, 3% de reticulacdo, 200-400 Mesh).

O extrato coletado é transferido para tubos de vidro e levado para o equipamento
turbovap para evaporacdo do solvente com fluxo de N, e banho-maria a 40 °C com
volume final de 0,5 mL. A amostra concentrada é transferida quantitativamente
(solvente hexano) para proveta até completar 25 mL, adicionado padrdo de clean-up
CS-1 (50 pL *'Cl4-2,3,7,8-TCDD em tolueno) e homogeneizada para a préxima etapa

de purificacéo.
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Figura 9: Modelo esquematico do mecanismo de gel permeacdo por GPC [54].

2.5.2 PowerPrep™

A técnica de purificacdo automatizada chamada PowerPrep™  (Fluid
Management Systems, Walthan, MA, USA) (Figura A. 8) consiste na sequéncia de
colunas cromatogréaficas (Figura 10), por onde o extrato é eluido por combinagdo de
solventes. Todo o processo de transferéncia do extrato para o interior do sistema, bem
como a eluicdo dos solventes, se da por mecanismo automatizado de bombas
coordenadas através de um software com programacéo definida.

Foram utilizadas quatro colunas produzidas pelo proprio fabricante, coluna de
silica &cida, coluna silica acida/silica neutra (50% de cada), coluna de alumina basica e
coluna de carvao (carvao/celite 1:1).

Para a elui¢do do extrato, o instrumento utiliza dois solventes (hexano e tolueno)
e duas misturas de solventes (hexano/diclorometano (1:1 v/v) e acetato de etila/tolueno
(1:1 v/v), em combinacdo com as colunas cromatograficas descritas. Apos o término, as
colunas sé@o descartadas e o sistema passa por processo de limpeza com solventes, em
todas as bombas e conexdes, para a proxima amostra.

Dentre as 24 etapas da programacdo do PowerPrep pelo método para dioxinas,
no passo 14 a amostra é aspirada a 5 mL min™ e eluida pelas colunas de silica 4cida e
silica acida/neutra com solvente hexano. No passo 17 ocorre a coleta da fracdo A
contendo mono-orto PCBs (MO-PCBs) e PCBs ndo na forma de dioxinas (ndl-PCBs)
em solvente hexano/diclorometano (1:1); no passo 23 ocorre a coleta da fracdo B

contendo PCDD/Fs e NO-PCBs em solvente tolueno.
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Silica
acida/neutra
(mix column) [ Alumina basica ]

Carvao
(carbon
column)

Coluna de
silica acida
(Jumbo
column)

Figura 10: Mobdulo do equipamento PowerPrep mostrando as quatro colunas de

purificacdo (Fonte: Igor C. Pussente).

Estas fracGes sdo coletadas diretamente nos tubos apropriados com volume final
de 0,5 mL e levadas para o turbovap para concentracéo por evaporagéo do solvente com
fluxo de N, e banho-maria a 40 °C. Apds evaporac¢do até o volume final (0,5 mL), séo

adicionados os padrdes de recuperacao respectivos as fracbes A e B.

3 100 puL TCDD-RS-VI 1. 13
Fracao A . 25 pg uL~ de ~°C-1,2,3,4-TCDD
(iso-octano)

100 pL DIOX-RS-I 1 pg pLt de BC-1,2,3,4-TCDD

Fracédo B 1. 13
(tolueno) 1 pg uL™ de ~°C-2,3,4,6,7,8-HXCDF

Depois da adicdo dos padrdes, os tubos séo lavados com os solventes respectivos
a cada padrdo, homogeneizados no vortex e seguem novamente para o turbovap para
concentracgéo final. S&o transferidos 400 pL da solugéo-amostra para o frasco adequado,
rotulado, vedado e armazenado em geladeira a -5 °C aguardando a injecdo no
equipamento GC-HRMS.
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2.6 Intrumental de analise

O presente estudo é dividido em trés projetos, no Capitulo 3 foi desenvolvido o
estudo de caso do chasco-cinzento e a influéncia da contaminacdo por dioxinas e seus
congéneres na reproducdo; no Capitulo 4, a anélise de PCDD/Fs e PCBs em amostras de
solo na cidade de Belo Horizonte/MG utilizando as técnicas GC-HRMS; no Capitulo 5,
0 desenvolvimento de novo método de anélise de PCDD/Fs e PCBs utilizando a técnica
APGC-MS/MS comparada com o atual GC-HRMS.

Neste topico serdo descritas as condicdes e métodos utilizados no cromatografo
a gas comum em ambas as técnicas, e as informagoes mais relevantes do espectrémetro
de massas de alta resolucdo (HRMS). No Capitulo 5 sera descrito com mais detalhes o

sistema APGC-MS/MS para efeito comparativo.

2.6.1 Cromatografia a Gas (GC)

Para permitir melhor comparagéo das técnicas de deteccdo GC-HRMS e APGC-
MS/MS na anélise de PCDD/Fs e PCBs, o método disposto no cromatdgrafo a gas
(método de injecdo, coluna capilar e programas de temperatura) foi igual em ambos os
instrumentos, porém a técnica APGC-MS/MS sera mais detalhada no Capitulo 5.
Utilizou-se a coluna capilar de silica fundida DB-5MS (60 m x 0,25 mm x 0,25 um) de
composicdo 5% fenil-metil polisiloxano da Agilent J&W (Folson, EUA) e gas hélio
(pureza 6,0) como gas transportador a fluxo constante de 1,2 mL min™.

Os dois instrumentos (GC-HRMS e APGC-MS/MS) foram equipados com o
cromatdgrafo a gas Agilent 6890 (Santa Clara, EUA), um amostrador automatico PAL
da CTC (Zwingen, Suica), e diferem apenas no injetor. Para o instrumento GC-HRMS,
foi utilizado um injetor CIS-3 PTV (Programmed Temperature Vaporization) da
Gerstel (Mulheim an der Ruhr, Alemanha) com CO, para resfriamento criogénico. jA
para o instrumento APGC, utilizou-se um injetor CIS-4 PTV da Gerstel (Milheim an
der Ruhr, Alemanha) com resfriamento UPC (Universal Peltier Cooling) da Gerstel
(Milheim an der Ruhr, Alemanha).

Para PCDD/Fs e NO-PBCs, 100 uL de extrato foram injetados em liner de vidro
(Gerstel, Mulheim an der Ruhr, Alemanha) no modo de ventilacdo de solvente com
velocidade de 0,95 mL s, a 70 °C de temperatura, e vent-pressio de 0 kPa, resultando
em uma pressdo final de ~15 kPa, necessaria para alcancar o fluxo de 100 mL min™

com tempo de ventilagdo de 2,2 min no injetor PTV. Ap6s o tempo inicial de 2,25 min,
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a temperatura do PTV aumentou para 280 °C (720 °C min™) e mantida durante toda a
corrida cromatogréafica. A temperatura inicial do forno foi de 110 °C e manteve-se por 3
min, em seguida houve aquecimento a 20 °C min™ até 200 °C, depois aquecimento a 4
°C min™ foi aplicada até 280 °C mantendo-se por 7,5 min. Por fim, aquecimento a 10
°C min™ até 320 °C mantendo-se durante 8 min, totalizando 47 minutos.

Para os MO-PCBs e ndI-PCBs, 2 uL foram injetados no modo splitless a 280 °C.
A temperatura inicial do forno foi de 110 °C e manteve-se por 3 min, logo apds aqueceu
a 20 °C min™ até 200 °C, e em seguida, aquecimento a 4 °C min™ foi aplicada até 300

°C mantendo-se por 10 min, totalizando 42,5 minutos.

2.6.2 HRMS (Espectrometro de Massas de Alta Resolucgéo)

O sistema GC-HRMS ¢é baseado no método EPA 1613 [55], calibrado na
resolucdo 10000 a 10% da altura do pico, previamente antes de cada sequéncia.

Para todas as analises de PCDD/Fs e PCBs discutidas neste estudo, foi utilizado
um espectrometro de massas de alta resolucdo HRMS Autospec da Waters (Manchester,
UK). As configuragdes de origem foram otimizados na instalacgao, fixando em 0,75 Da a
resolucéo dos quadrupolos, 2 uA a corrente de corona com uma voltagem do cone de 70
V e uma temperatura da fonte de 150 °C. O fluxo de gés de cone foi de 225 L h™*, 220 L
h* para o fluxo de gés auxiliar, 0,12 mL min™ para o fluxo de gas de colisdo e o fluxo
de gés nebulizador ajustado em 4 bar de presséo.

Os dados foram processados e quantificados usando o software Masslynx
Targetlynx ™ (Waters, Manchester, UK). O limite de quantificagdo (LQ) foi calculado
como multiplo do valor quadratico médio do sinal/ruido (S/N) medidos a partir da base
do pico cromatografico. Os fatores utilizados foram, 10 (PCDD/Fs), 20 (dI-PCBs) e,
devido & contribui¢do em branco, 50 (PCB 118), 100 (PCB 77) e 300 (ndI-PCBs).
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CAPITULO 3

DETERMINACAO DOS NIVEIS DE CONTAMINACAO POR DIOXINAS
DA AVE MIGRATORIA CHASCO-CINZENTO: CORRELACOES COM A

CADEIA ALIMENTAR E O HABITAT.

3 PROJETO CHASCO-CINZENTO — HISTORIA E JUSTIFICATIVA

O chasco-cinzento (Northern Wheatear, em inglés) ¢ uma ave insetivora e o Unico
membro do género Oenanthe que atravessa a rota circumboreal: do leste do Canada através da
Eurésia para o Alasca ocidental e, a partir do nivel do mar na tundra artica até as encostas das
montanhas turcas, a mais de 4000 m de altitute [56]. A maioria dos individuos da espécie
passam o inverno da Africa, o que significa que aves que nidificam no Alasca tem de voar
14.500 km e voltar novamente Dependendo da latitute, podem ocorrer uma ou duas ninhadas
por ano, cada uma com cerca de 5 ovos [57].

A populacdo do chasco-cinzento diminuiu 63% desde 1990 [58]; no entanto, a
populacdo global ndo esta ameacada até o presente [59]. Na Holanda, o chasco-cinzento caiu
de 1900-2500 casais reprodutores (1980) para 260-290 casais reprodutores em 2012 [60],
mesmo habitando em reservas naturais, sem a intereferéncia direta da expancao de cidades,
rodovias, areas industriais ou pelas mudancas na gestdo agricola, como ja comprovado para
outras espécies [61].

Para uma inspecdo mais detalhada, foram coletados 9 ovos ndo-fecundados sem danos
estruturais e 3 embrides que ndo atingiram a fase adulta, nas areas de Vogelduin e
Aekingerzand, ao norte da Holanda.

Os ovos apresentaram a gema dura, diferentemente do que se vé em ovos normais,
onde a gema escorre liquida ao se perfurar a membrana que a retém. Nos embrides observou-
se 0 desenvolvimento da membrana amniética além dos seus limites normais: 0 &mnio havia
tornado-se mais viscoso, perdeu a sua transparéncia e cresceu penas na cavidade amniotica
(Figura A. 10).

Tais anomalias podem surgir, quer devido a doencas genéticas ou devido a presenca de

fatores que erroneamente estimulam a transcricio do DNA. As dioxinas e PCBs s&o
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conhecidos por caracteristicas que imitam os hormonios e interferem nos receptores
hormonais e na transcricdo do DNA [62-64].

Com base nos indicios observados anteriormente, somados aos dados das Ultimas duas
décadas, que vao muito além deste estudo, decidiu-se por avaliar os niveis de contaminacgéo
de PCDD/Fs e PCBs em amostras correlacionadas com a sua nidificagdo e reproducéo em

territério holandés: solo, embrides, ovos ndo-fecundados e insetos de sua cadeia alimentar.

3.1 Objetivos

Aplicar métodos desenvolvidos e validados no instituto RIKILT, no tratamento de
amostras de alimentos (humana e animal) e ambientais para analise dos congéneres toxicos de

PCDD/Fs e dI-PCBs, e ndl-PCBs, em amostras relacionadas a ave migratéria chasco-cinzento.

3.11 Objetivos especificos
- Utilizar a técnica GC-HRMS (Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
de Alta Resolucdo) para analise quantitativa de 7 PCDDs, 10 PCDFs, 12 dI-PCBs e 6 ndl-
PCBs em:
- Ovos e embribes do chasco-cinzento coletados na Holanda e Suécia, respectivamente.
- Insetos (besouros, gafanhotos, mosquitos, larvas ‘rups’ e larvas ‘ritnaald’) que compdem
parte da cadeia alimentar do chasco-cinzento.
- Solo de diferentes areas de preservacao da Holanda, onde ha maior indice de nidificagdo.
- ldentificar uma possivel via de contaminacdo da ave chasco-cinzento para 0os congéneres
mais toxicos de PCDD/Fs, dI-PCBs e ndl- PCBs.
- Correlacionar os perfis dos congéneres de PCDD/Fs e dI-PCBs entre as amostras estudadas

em possiveis vias de contaminacgao do chasco-cinzento.

3.2 Amostras coletadas - Chasco-cinzento
Para o estudo de avaliacdo da bioacumulacdo de dioxinas na cadeia alimentar do
chasco-cinzento foram analisadas amostras de ovos e embrides, que tiveram falhas durante a
formacdo (ndo fecundaram ou morreram antes da fase adulta), além de amostras de solo,
insetos e larvas, que compdem o cenario ambiental onde o chasco-cinzento vive na Holanda
durante sua estadia de reproducdo. Todas as amostras foram coletadas pela equipe responséavel
da Universidade de Nijmegen (Holanda). Todas as amostras permaneceram refrigeradas a -20
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°C até o momento da analise. Na Figura A. 11 encontram-se os registros fotograficos das

amostras analisadas.

3.2.1 Solo

Localizadas na costa oeste da Holanda, se encontram grandes formacgdes em dunas
com vegetacdo rasteira e escassa. O chasco-cinzento possui 0 habito de construir seus ninhos
em tocas abandonadas de outros animais ou troncos de arvores caidos e este ambiente de
dunas torna-se favoravel para sua nidificacéo e reproducéo.

Foram selecionadas trés regides do oeste da Holanda para amostragem de solo no
presente estudo, Vogelduin (AWD), Aekingerzand (AEK) e Dun (Dun).

Vogelduin, pertencente ao Noord-Hollands Dune Reserve, possui 5300 ha de dunas na
costa e parte da area € utilizada para a producao de agua potavel que abastece as provincias do
Norte da Holanda. A segunda regido, Aekingerzand, faz parte do Parque Nacional Drents-
Friese Wold, com 6000 ha de dunas e fica a 120 km para o continente. Ambas pertencem a
lista de reservas naturais do Natura2000, com mais de 160 parques (1,1 milhdes de hectares
totais, 69% constituido por dgua). Este € um orgdo responsavel pela preservacdo e gestdo das
areas, com o objetivo de reverter o declinio da biodiversidade. Ambas séo catalogadas como
areas de grande incidéncia de ninhos do chasco-cinzento e cruzam a rota migratoria da ave
durante seu ciclo [60].

Durante o programa de monitoramento detalhado da populacdo da ave na Holanda
entre 2008 e 2013, percebeu-se uma queda média de 20% (11-27%) no numero de ovos que
fecundaram com sucesso na regido de VVogelduin, e 14% (9-18%) em Aekingerzand [60].

Para efeito de comparacdo, amostras da area Dun foram coletadas. Essa area é
préxima as dunas anteriormente mencinadas, porém ndo possui ninhos do chasco-cinzento.

De forma padronizada, em cada regido foram coletadas 3 amostras de solo, em quatro
subamostras retiradas de uma area de 2x2 m? e 10 cm de profundidade. As amostras seguiram
para o laboratdério onde pedras, musgos e outros detritos foram retirados manualmente e em
seguida colocadas em estufa para secagem a 70 °C por 48 h. Essas amostras foram entdo

analisadas por extracao liquido pressurizado utilizando-se o equipamento ASE 350.

3.2.2 Insetos e Larvas
Entre os insetos e larvas que compdem a dieta do chasco-cinzento, foram coletados

apenas 0s mais consumidos, principalmente no periodo de nidificagdo e nutricdo dos filhotes:
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larvas de Lepidoptera (Cerapteryx graminis, Mythimna sp., Agrotis sp., Issoria Lathonia) aqui
chamadas de larvas ‘rups’, larvas ‘ritnaald” (familia Elateridae), besouros (Phyllopertha
horticola), gafanhotos (Acrididae) e mosquitos (Familia Diptera, Philonicus albiceps). Estes
respondem por aproximadamente 73% da dieta da fémea e do embrido, calculos da equipe
responsavel pela coleta, da Universidade de Nijmegen.

Para os grupos citados, pelo menos 3 amostras contendo no minimo 10 individuos da
mesma familia, foram coletadas nas regiGes proximas aos ninhos. Tais amostras foram

analisadas em pool pelo protocolo SMEDES.

3.2.3 Embrides e Ovos
Foram coletados para este estudo 10 embrides do chasco-cinzento que ndo atingiram a
fase adulta, em ninhos localizados na Suécia. Na Holanda foram coletadas 31 amostras de
ovos que ndo fecundaram e ainda estavam intactos. Desta forma foi possivel garantir a
existéncia de nenhuma relacéo entre os ovos e 0s embrides coletados.
Sem pré-tratamento, ovos e embrides foram analisados aplicando-se o protocolo

SMEDES, sem remocdo de parte alguma e de forma individual.

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Aspectos Gerais

A Tabela 2 contém os dados adquiridos neste estudo, totalizando 90 amostras
analisadas das matrizes previamente descritas. Sdo apresentadas as médias das massas com
seus valores de minimo e maximo entre parénteses, e a média dos teores de gordura extraida
(ndo ha extracao de gordura para amostras de solo e mosquitos). Foram analisadas no minimo
3 amostras de cada matriz, com excec¢do das larvas ‘rups” (2 amostras), ap6s a perda de uma
amostra durante a extracao.

A média dos niveis de PCDD/Fs e dI-PCBs sdo dadas em pg g™ produto para 0s
congéneres individuais, junto dos valores de minimo e maximo entre parénteses.

As somas das concentragdes equivalentes dos congenéres sdo dadas em TEQ-wro2005-
PCDDI/Fs, TEQ-wHo200s-dI-PCBs, e por fim o somatorio total equivalente TEQ-wHoz005-
PCDD/Fs-dI-PCBs. Todos £TEQ foram calculados utilizando os valores de TEFwnHo2005 COMO
referéncia. Embora a Tabela 2 apresente os XTEQ em lowerbound (Ib) e upperbound (ub),

neste estudo serdo discutidos apenas os valores de upperbound (up).
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A média dos niveis individuais para os congéneres de ndI-PCBs (ng g™ produto) e o
somatdrio total, sdo apresentados na Tabela 3, com seus respectivos valores de minimo e
maximo entre parénteses.

Entre os insetos e larvas deste estudo, os menores valores médios encontrados para o
XTEQ-PCDD/Fs-dI-PCBs) foram para gafanhoto (0,29), larvas ‘rups’ (0,49) e mosquitos
(0,62) pg TEQ-PCDD/Fs-dI-PCBs g produto.

Em seguida, os besouros da espécie Agriotes mancus, que derivam das larvas da
familia dos Elaterideos, possuem valor médio de 1,74 pg TEQ-PCDD/Fs-dl-PCBsn) g*
produto (Tabela 2).

Destacam-se as amostras de larvas ‘ritnaald’, conhecidas no Brasil como ‘larva-
arame’, cCOm 0S maiores niveis médios entre os invertebrados, 7,08 pg TEQ-PCDD/Fs-dI-
PCBsub) g™ produto, 6.93% de teor de gordura (Tabela 2) e 8.97 ng g produto para ndl-
PCBs (Tabela 3). Baixos valores para os ndl-PCBs também foram encontrados para
gafanhotos (0,20 ng g produto), larvas “rups” (0,49 ng g™* produto) e mosquitos (0,56 ng g™
produto) (Tabela 3).

Dentre o grupo dos invertebrados deste projeto, somente as larvas ‘ritnaald’ (familia
dos Elaterideos) possuem habitos de vida subterrdneos (aproximadamente 10 cm da
superficie), durante seu desenvolvimento holometabolico, passando pelas fases de ovo, larva,
pupa e adulta. E na fase larval que se acumula energia na forma de gordura para o inverno e
as fases subsequentes. Sdo estes os principais fatores que justificam niveis altos bio-
acumulados nas amostras de larvas ‘ritnaald’. Estas respondem por 13,8 + 4,6% da dieta da
fémea durante a postura dos ovos.

Os embriGes (n=10) coletados na Suécia, foram analisados de forma integral e
individual, triturados por completo até a formacdo de uma pasta homogénea. A massa dos
embribes variou entre 2,582g e 15,235g, e 0 teor médio de gordura extraida de 3,489%.
Foram encontrados 1,23 pg TEQ-PCDD/Fs-dI-PCBsy) g produto, valor menor do que o

encontrado no besouro e larvas ‘ritnaald’ (Tabela 2).
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Tabela 2: Niveis de PCDD/Fs e dI-PCBs em amostras de solo, embrides e ovos do chasco-
cinzento, insetos e larvas (besouro, gafanhoto, mosquitos, larvas ‘rups’ e ‘ritnaald’). (-) N&o
calculado. (*) niveis < LOD.

Amostras Solos Embriao Ovos Besouro Ritnaald Rups Gafanhoto Mosquito

(n=9) (n=10) (n=31) (n=21) (n=8) (n=2) (n=3) (n=3)
Massa (g) 10,278 8,038 1,309 2,054 0,966 1,362 3,036 0,982

10,046 - 10,584) (2,582 - 15,235) (0,687 - 2,539) (0,951 - 4,052) (0,625-1,217) (1,354 -1,37) (2,423 -3,412) (0,811 - 1,158)
% Lipidio - 3,49 6,13 4,28 6,93 5,50 1,02 -
PCDDs/PCDFs WHO2005-TEF pg g 'produto  pg g'produto  pgg'produto  pggrproduto  pggproduto  pg g’produto pg grproduto  pg g™produto
2,3,7,8-TCDF 0,1 ,82 0,17 1,15 0,84 2,07 * * 0,12

0,26-1,27)  (004-049)  (0,10-11,3)  (0,33-1,80)  (0,97-3:34)  (0,00-0,00) (0,00-0,00)  (0,1-0,14)
1,2,3,7,8-PeCDF 0,03 ,83 0,13 1,25 0,66 1,94 * * 0,09

0,24-137)  (0,02-040)  (0,11-159)  (0,23-1,16)  (0,96-3:32)  (0,00-0,00) (0,00-0,00) (0,07 -0,12)
2,3,4,7,8-PeCDF 0,3 13 0,62 6,15 0,63 2,97 * * 0,10

0,37-185)  (0,28-1,17)  (1L,10-20,3)  (0,10-1,84)  (1,47-510)  (0,00-0,00) (0,00-0,00)  (0,1-0,1)
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 ,52 0,33 2,33 0,47 1,07 0,11 * 0,07

046-232) (0,08-065)  (0,46-551)  (0,07-1,46)  (050-2,40)  (0,11-0,11) (0,00-0,00) (0,07 - 0,07)
1,2,3,6,7,8-HXCDF 0,1 ,23 0,21 2,33 0,41 1,78 0,09 * 0,08

043-182)  (0,07-040)  (054-812)  (0,08-1,19)  (0,98-3,03)  (0,09-0,09) (0,00-0,00) (0,08 -0,08)
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1 ,60 0,21 2,45 0,60 2,44 0,09 * 0,12

0,67 - 2,24) (0,07 - 0,46) (0,25 - 9,29) (0,09 - 1,60) (1,50 - 3,67) (0,09 - 0,09) (0,00 - 0,00) (0,12-0,12)
1,2,3,7,8,9-HXCDF 0,1 0,02 0,13 0,05 0,06 * * 0,08

0,00-0,00) (0,02-002)  (0,04-0,25  (0,03-0,09)  (0,06-0,06)  (0,00-0,00) (0,00-0,00) (0,08 -0,08)
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 1,2 0,42 2,28 2,51 0,90 0,19 * 0,13

300-157) (008-1,30)  (0,40-877)  (027-565  (0,38-183)  (0,17-021) (0,00-0,00)  (0,1-0,14)
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01 ,75 0,07 0,14 0,14 0,08 * * 0,09

0,28-1,03)  (001-0,14)  (0,03-035  (001-0,31)  (0,06-0,10)  (0,00-0,00) (0,00-0,00)  (0,05-0,13)
OCDF 0,0003 29 0,12 0,32 1,58 0,22 * * 0,14

232-191) (002-0,34)  (0,12-091)  (0,16-4,40)  (0,13-0,30)  (0,00-0,00) (0,00-0,00) (0,14 -0,14)
2,3,7,8-TCDD 1,0 ,11 0,08 0,75 0,10 0,26 * * *

0,04-022) (005-0,16)  (0,37-291)  (0,04-0,20)  (0,13-0,42)  (0,00-0,00) (0,00-0,00) (0,00 - 0,00)
1,2,3,7,8-PeCDD 1,0 ,37 0,30 2,92 0,32 1,24 * * *

0,18-048)  (0,14-0,57)  (0,95-837)  (0,11-0,74)  (0,65-2,24)  (0,00-0,00) (0,00-0,00) (0,00 - 0,00)
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 ,43 0,21 2,59 0,41 1,38 * * *

0,22-055)  (008-044)  (0,64-746) (0,12-0,86)  (0,86-1,90)  (0,00-0,00) (0,00-0,00) (0,00 - 0,00)
1,2,3,6,7,8-HXxCDD 0,1 ,88 0,89 7,08 0,73 3,12 * * *

041-1,14)  (024-1,95)  (2,02-324) (023-1,68)  (1,71-455)  (0,00-0,00) (0,00-0,00) (0,00 - 0,00)
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 W77 0,13 1,63 0,27 1,47 * * *

0,39-093) (004-0,25  (0,16-6,04) (0,06-0,66)  (0,81-2,17)  (0,00-0,00) (0,00-0,00) (0,00 - 0,00)
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 0,1 0,76 6,99 3,50 15,7 0,34 0,07 0,21

423-237)  (0,13-257)  (1,97-17,9)  (0,92-7,42)  (8,95-21,3)  (0,26-042) (0,07-0,07) (0,16 -0,27)
OCDD 0,0003 73 1,28 4,77 8,45 28,0 * 0,23 0,63

12,7-116)  (0,29-473)  (1,71-114)  (1,32-224) (147-369)  (0,00-0,00) (0,21-0,24) (0,56 - 0,73)
YXWHO2005-PCDD/F-TEQ (Ib) 1,81 0,79 7,58 1,03 3,95 0,02 0,00 0,04

(0,70 - 2,44) (033-1,43) (228-260) (0,39-191) (212-6,63)  (0,00-0,04) (0,00-0,00) (0,01 -0,09)
XWHO2005-PCDD/F-TEQ (ub) 1,82 0,79 7,62 1,07 3,96 0,40 0,26 0,48

(0,70 - 2,44) (034-145 (229-260) (045-191) (2,12-664) (0,39-042) (0,22-029) (0,21 - 1,00)
dI-PCB
PCB 81 0,0003 0,44 0,14 1,86 0,70 1,51 0,31 0,19 0,66

(0,23-0,73) (005-035 (017-119)  (0,12-179)  (0,67-280)  (0,31-0,31) (0,14-023) (0,58 -0,71)
PCB 77 0,0001 8,10 2,53 15,9 139 26,2 4,32 3,00 10,54

(4,00-12,00  (045-132) (206-279)  (0,63-481)  (169-37,3) (3,73-4,90) (2,62-362)  (8,28-11,4)
PCB 126 0,1 3,58 2,40 40,1 5,91 28,4 0,70 0,29 1,17

(1,08-511)  (0,15-145) (2,06-310)  (1,49-17.8) (132-46,0) (0,64-0,77) (0,26-0,33) (0,96 - 1,45)
PCB 169 0,03 0,72 5,70 40,3 1,78 7,65 0,30 0,15 0,45

(0,22 -1,13) (2,33-12,4) (136-200)  (056-549)  (340-104)  (0,27-0,34) (0,12-0,20) (0,35 -0,52)
PCB 123 0,00003 2,77 521 74,1 14,1 15,8 * * *

(1,50 - 3,83) (2,69-9,26) (20,9-199)  (481-274)  (7,58-31,3)  (0,00-0,00) (0,00-0,00) (0,00 -0,00)
PCB 118 0,00003 122 310 3421 407 671 45,7 19,4 70,2

(32,7 - 244) (98,6-1010) (812-10400) (74,8-1030)  (362-1060)  (39,0-52,5) (150-22,3)  (619-82:3)
PCB 114 0,00003 1,80 9,28 66,5 13,4 * * * *

(1,35 -2,19) (552-247) (184-218)  (134-134)  (0,00-000)  (0,00-0,00) (0,00-0,00) (0,00 - 0,00)
PCB 105 0,00003 44,6 32,5 897 190 180 15,2 8,18 23,7

(11,0-83,7)  (507-125) (57,4-3420) (58,2-428)  (88,8-355)  (122-18,1) (8,18-818)  (14,6-287)
PCB 167 0,00003 24,2 81,1 1031 127 276 4,70 * 7,08

(4,41 - 64,5) (125-263) (175-7290)  (24,9-379) (127 -396) (470-470) (0,00-0,00) (6,06 -8,10)
PCB 156 0,00003 38,7 228 1506 89,5 285 8,92 * 8,18

(7,02 - 109) (68,4-831) (472-7260)  (6,78-624) (127 -459) (871-9,13) (0,00-0,00)  (8,18-8,18)
PCB 157 0,00003 8,28 35,1 309 36,0 73,5 * * *

(1,10 - 18,6) (12,8-111) (101-1120) (894-133)  (32,6-118)  (0,00-0,00) (0,00-0,00) (0,00 - 0,00)
PCB 189 0,00003 6,81 63,5 493 14,6 57,5 * * *

(1,08 -21,3) (243-202) (174-2740)  (3,16-605)  (27.7-84,8)  (0,00-0,00) (0,00-0,00) (0,00 - 0,00)
XWHO2005-dI-PCB-TEQ (Ib) 0,39 0,43 5,46 0,67 3,12 0,08 0,03 0,13

(0,12 - 0,56) (0,09-1,66) (086-381)  (017-2,00)  (L45-4,99)  (0,07-0,09) (0,03-0,04)  (0,11-0,17)
YWHO2005-dI-PCB-TEQ (ub) 0,39 0,43 5,46 0,67 3,12 0,08 0,04 0,14

(0,12 - 0,56) (0,09-1,66) (0,86 -38,1) (0,17 - 2,00) (1,45 - 4,99) (0,07 -0,09) (0,03 - 0,04) (0,11-0,17)
YWHO2005-PCDD/F-dI-PCB-TEQ (Ib) 2,20 1,22 13,0 1,71 7,07 0,10 0,03 0,17

(082-300)  (042-2,74) (455-640) (0,64-377) (357-11,6) (0,08-0,13) (0,03-0,04)  (0,13-0,25)
YXWHO2005-PCDD/F-dI-PCB-TEQ (ub) 2,21 1,23 13,1 1,74 7,08 0,49 0,29 0,62

(082-300)  (043-2,74) (455-640) (0,64-377) (358-11,6) (0,46-051) (0,26-0,32)  (0,32-1,13)
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Tabela 3: Niveis de ndl-PCBs (ng g™ produto) em amostras de solo, embrides e ovos do

chasco-cinzento, insetos e larvas (besouro, gafanhoto, mosquitos, larvas ‘rups’ e ‘ritnaald’).

Amostras Solos Embriao Ovos Besouro Ritnaald Rups Gafanhoto Mosquito

(n=12) (n=10) (n=31) (n=21) (n=8) (n=2) (n=3) (n=3)
Massa (g) 10,278 8,038 1,309 2,054 0,966 1,362 3,036 0,982

10,046 - 10,584) (2,582 - 15,235) (0,687 - 2,539) (0,951 - 4,052) (0,625-1,217) (1,354 -1,37) (2,423 -3,412) (0,811 -1,158)
% Lipidio - 3,49 6,13 4,27 6,93 5,50 1,02 -
ndl-PCBs
PCB 028 0,75 0,04 0,17 0,04 0,07 0,06 0,03 0,07

(0,02 -1,73) (0,02-0,06) (0,02-0,57) (0,01-0,17) (0,03-0,12) (0,06 - 0,06) (0,02 - 0,05) (0,05 - 0,09)
PCB 052 0,18 0,02 0,09 0,05 0,04 0,05 0,02 0,05

(0,02 - 0,43) (0,01-0,05) (0,01-0,31) (0,01-0,13) (0,03 - 0,08) (0,04 -0,05) (0,02 -0,03) (0,05 - 0,06)
PCB 101 0,21 0,06 0,39 0,43 0,08 0,06 0,03 0,07

(0,08 - 0,40) (0,02-0,15) (0,03 - 1,48) (0,02 - 1,12) (0,03-0,14) (0,05-0,07) (0,02 -0,03) (0,06 - 0,08)
PCB 153 0,49 3,61 24,0 3,20 579 0,15 0,06 0,18

(0,12 - 1,40) (1,40 -11,0) (9,44 -69,2) (0,58 - 12,6) (3,08 -9,15) (0,13-0,18) (0,05-0,07) (0,17 - 0,22)
PCB 138 0,40 1,30 9,36 2,35 1,03 0,10 0,04 0,12

(0,08 - 1,11) (0,09 - 4,51) (3,26 - 30,0) (0,57 - 5,66) (0,55 - 2,69) (0,08-0,12) (0,03 -0,05) (0,10 - 0,15)
PCB 180 0,27 2,64 14,5 0,77 1,97 0,06 0,02 0,06

(0,05 - 0,88) (1,19-7,49) (4,60 - 46,5) (0,16 - 3,08) (1,04 - 2,93) (0,05-0,07) (0,02 -0,02) (0,05 -0,07)
Xndl-PCBs (Ib) 2,31 7,66 48,6 6,83 8,97 0,49 0,20 0,56
Xndl-PCBs (ub) 2,31 7,66 48,6 6,83 8,97 0,49 0,20 0,56

Os ovos (n=31) coletados na Holanda em reservas naturais, também foram analisados
de forma integral, sem a remocdo da casca. Com massa entre 0,687g e 2,539¢g, o teor de
gordura extraida media foi 6,129%, menor do que o encontrado em larvas ‘ritnaald’ (6,933%).
Porém, obteve o maior somatdrio, 13,08 pg TEQ-PCDD/Fs-dI-PCBsyy) g produto (faixa
4,55 - 64,05), com 58% de contribuicdo de PCDD/Fs (Tabela 2).

Destaca-se nos ovos o congénere 1,2,3,7,8-PeCDD com média de 2,92 pg g™* produto
e 0 2,3,7,8-TCDD com média de 0,75 pg g™ produto, ambos com valor de TEF igual a 1,
logo, estes congéneres contribuem com 28% do TEQ-PCDD/Fs-dI-PCBsy) (Tabela 2).

Para se comparar os resultados de ovos do chasco-cinzento com outros estudos,
calculou-se o somatorio TEQ em relacdo a porcentagem de gordura extraida. Obtivemos
124,38 pg TEQ-PCDD/Fs-dI-PCBSsp) g™ gordura, valor similar ao encontrado em ovos da
ave de rapina acor [65] e falcbes peregrinos [66], aves classificadas no topo da cadeia
alimentar.

A fémea do chasco-cinzento necessita de uma reserva minima de nutrientes retirada
de sua alimentacdo diéria para a postura dos ovos [67]. Em estudos prévios do instituto
Sovon, da Holanda, estimou-se que uma fémea precisa de aproximadamente 200 larvas
‘ritnaald’ para suprir sua necessidade energética por dia [60].

Os niveis de dioxinas e PCBs encontrados em um Unico ovo equivalem ao consumo de
100 larvas ‘ritnaald’, aproximadamente. Estes calculos sugerem que as concentracdes de
dioxinas observadas nos ovos de chasco-cinzento da populacdo do norte da Holanda tem

origem local, e ndo sdo trazidos de outras areas ao longo do seu periodo migratorio.
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A concentracdo de PCDD/Fs e PCBs encontrada nos ovos (13,08 pg TEQ-PCDD/Fs-
dI-PCBsub) g* produto) foi aproximadamente 10 vezes maior do que nos embrides (1,23 pg
TEQ-PCDD/Fs-dI-PCBsb) g produto) (Tabela 2).

Ainda pouco se sabe sobre 0 metabolismo da dioxina e seus congéneres no organismo
de aves selvagens. Estudos com galinhas criadas livremente mostraram que, apds exposicao
controlada a dioxinas, 5 - 30% ¢é excretado através dos ovos, 7 - 54% se deposita na gordura
do corpo e <1% é encontrado no figado [68]. Muitos pesquisadores consideram a média
padrdo de 25% de excrecdo de dioxinas nos ovos.

Ikeda et al. (2004) sugere que as dioxinas ingeridas por galinhas sdo armazenadas no
tecido adiposo em primeiro lugar e, em seguida, transferidas para 0s ovos a uma taxa
constante durante um longo periodo. Uma vez absorvidas, as dioxinas sdo incorporadas em
lipoproteinas de baixa densidade, que desempenham um papel fundamental na formacéo das
gemas [69].

A média para dioxinas e PCBs em solos foi 1,82 pg TEQ-PCDD/Fsn) g™ produto e
0,39 pg TEQ-dI-PCBs(u) g™ produto (Tabela 2) respectivamente, e 2,31 ng g™ produto para
ndl-PCBs (Tabela 3).

A Figura 11 representa graficamente os niveis de XTEQwnoz0s para PCDD/Fs e
PCBs apresentados na Tabela 2, para cada grupo de amostra estudada, acrescido de seus
respectivos desvios padrdo expressos na barra de erro.

O gréafico também contém no eixo secundario, o teor de gordura médio extraida para
embrido, ovos, besouro, larvas ‘ritnaald’, larvas ‘rups’ e gafanhoto. N&o foi possivel calcular
o teor de gordura dos mosquitos e para solos esta variavel ndo ¢ calculada.

Em estudos anteriores foi relatado que galinhas botadeiras criadas livremente estdo
mais expostas e sujeitas a contaminacdo por dioxinas, comparadas as galinhas de granja. O
consumo de larvas e insetos, e particularmente a ingestdo de solo, sdo as causas mais
relevantes para os niveis elevados de dioxinas em ovos ja descritos [70].

Dados os niveis para PCDD/Fs e dI-PCBs mostrados na Figura 11, é possivel sugerir
que o solo seja a principal fonte de contaminacdo para o chasco-cinzento, de forma direta ao
ingerirem pequenas porcdes do solo enquanto se alimentam, ou indireta através dos insetos de
que se alimentam. Os niveis de contribuicdo em TEQ de PCDD/Fs e dI-PCBs para as
amostras de solo referentes as trés areas estudadas sdo mostrados na Figura 12 para efeito de

comparacao.
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Figura 11: TEQwno2005-PCDD/Fs-dI-PCBs em amostras de ovos, embrides, solos e insetos

(besouro, gafanhoto, mosquitos, larvas ‘ritnaald’e larvas ‘rups’). Eixo secundario: teor de

gordura extraida.

Niveis (pg TEQ/g produto)

2,5

Dun bodem

= WHO2005-PCDD/F-TEQ (ub)
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Figura 12: LTEQwHo2005s-PCDD/Fs e TTEQwHo2005-dI-PCBs, em amostras de solos das
regides de Dun (Dun), Vogelduin (AWD) e Aekingerzand (AEK), e seus valores de desvio
padrdo (ANOVA, P =0,477; 95%).
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O somatdrio de PCDD/Fs e PCBs para as trés areas Dun, AWD e AEK foram
respectivamente 1,87; 2,24 e 2,51 pg TEQ-PCDD/Fs-dI-PCBs g™ produto. Contudo n&o ha
diferenca significativa entre as trés regides (P>0.05) (Figura 12).

Os valores encontrados para PCDD/Fs e dI-PCBs nos solos deste estudo estdo abaixo
dos limites descritos pelas diretrizes de paises como Holanda e Suécia (10 pg TEQ-PCDD/Fs-
dI-PCBs g™ produto) [71, 72], ou Canad4 (4 pg TEQ-PCDD/Fs-dI-PCBs gproduto) [73],
quando se trata de solos para a préatica de cultura agricola.

Em 1994, Van den Berg et al. [74] registrou para solos (n = 32) da Holanda niveis que
variaram entre 1,5 — 16,4 pg TEQ-PCDD/Fs-dI-PCBs g produto. A média geral encontrada
nas dunas onde vive o chasco-cinzento foi de 2,21 pg TEQ-PCDD/F-dI-PCBs g™ produto.

O valor encontrado neste estudo para solos coletados em dunas de reservas naturais é
préximo ao encontrado em areas urbanas de paises como Alemanha e Austria (Tabela 6). Isto
indica que aves como o chasco-cinzento, que predominantemente vivem em areas verdes de
preservacdo, e que por la se alimentam de insetos, estdo expostos a niveis de dioxinas

comparaveis a centros urbanos.

3.3.2 Perfil de distribuicdo e Correlactes

O perfil de distribuicdo dos congéneres de dioxinas, para cada grupo de amostra
estudada (solo, ovos, embrido, besouros, larvas ‘ritnaald’, larvas ‘rups’, gafanhotos e
mosquitos) esta expresso nos graficos da Figura 13 para PCDD/Fs e na Figura 14 para dl-
PCBs, em termos de contribuicéo total do TEQ.

Os congéneres de PCDD/Fs e dI-PCBs s&o onipresentes no meio ambiente [1]. Por se
tratarem de mais de 200 isdmeros entre as classes de PCDD/Fs e dI-PCBs, estes compostos se
distribuem na natureza em menor ou maior intensidade, a depender do tipo de cada fonte
contaminante. Amostras diferentes que possuam semelhante perfil de distribuicdo para os
congéneres toxicos destacados sugerem a mesma fonte de contaminagdo [75].

Nota-se claramente uma relacdo entre o perfil de distribuicdo das amostras de ovos
com embrido e solo com besouros para PCDD/Fs (Figura 13). Amostras de gafanhotos e
larvas ‘rups’ possuem niveis muito baixos, menores do que o limite de detecgéo, e por esta
razdo ndo foi possivel apresentar os resultados no grafico. Os congéneres 1,2,3,4,6,7,8-
HpCDD e OCDD estao presentes em todas amostras, exceto na larvas ‘rups’ onde o OCDD

ndo foi detectado.
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Nos gréaficos da Figura 14, apresentam-se os perfis de distribuicdo dos congéneres de
dI-PCBs dos grupos de amostras deste estudo. Em razéo de terem sido produzidos
industrialmente até meados dos anos 80, os PCBs sdo mais facilmente encontrados espalhados
no meio ambiente [12].

O dI-PCB mais abundante dentre todas as amostras foi o PCB 118. Para amostras de
larvas ‘ritnaald’, embrido e ovos, tem-se a ordem PCB 118 > 156 > 167 > 105. Nas amostras
de solo, besouros, larvas ‘rups’ € mosquitos, segue a ordem PCB 118 > 105 > 167 > 156.
Semelhante distribuicdo foi encontrada também em solos da Eslovaquia [76].

Indo mais além da comparacdo entre os graficos, podemos calcular estatisticamente a
relacdo que existe entre os congéneres encontrados nas amostras. O coeficiente de correlagéo

de Pearson (p) avalia qual a relagdo entre duas variaveis, embora tal correlagdo n&o implique

causalidade. E calculado dividindo-se a covariancia de duas variaveis pelo produto de seus
desvios padrdo. Os resultados podem variar de -1 a +1, onde -1 indica correlacdo negativa (se
uma variavel aumenta, a outra diminui), O as duas variaveis ndo dependem linearmente uma

da outra, e +1 correlagdo positiva.
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Figura 13: Perfil de distribuicdo dos 17 congéneres de PCDD/Fs para as amostras de solo da

Holanda, ovos e embrido do chasco-cinzento, insetos e larvas da cadeia alimentar.
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Figura 14: Perfil de distribuicdo dos 12 congéneres de dI-PCBs para as amostras de solo da

Holanda, ovos e embrido do chasco-cinzento, insetos e larvas da cadeia alimentar.
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A Tabela 4 apresenta os coeficientes de correlagdo, divididos em duas tabelas; a
primeira refere-se aos PCDD/Fs, a segunda para PCBs (que incluem dI-PCBs e ndl-PCBs),
para todas as amostras estudadas. O critério de intensidade entre as correlac@es foi dividido
em: fraca (p < 0,50), moderada (0,50 < p < 0,70), (0,70 < p < 0,90) e (p>
0,90).

As correlacBes entre varidaveis da mesma amostra (ex: solo x solo) é igual a 1,00 e,
portanto, sdo representadas por “X”. Amostras de gafanhoto possuem a maior parte dos
congéneres de PCDD/Fs abaixo do LOD, logo todas as correla¢fes obtiveram valor unitario e
foram desconsideradas (4080). Da mesma forma, as larvas ‘rups’, que possuem apenas 5

congéneres detectados, nao serdo discutidas.

Tabela 4: Coeficiente de correlagdo de Pearson (p) entre os niveis de PCDD/Fs, dI-PCBs e

ndl-PCBs para as amostras de solo, embrido e ovos do chasco- p =090
. . . 0,70<p <090
cinzento, insetos e larvas (besouros, gafanhotos, mosquitos, larvas
0,50 <p <0,70
‘rups’ e larvas ‘ritnaald’. (*) Valor ndo foi possivel calcular devido p<0,50
aos baixos LOD.
PCDD/F Solos Embrido Ovos Besouro  Ritnaald" Rups' Gafanhotos Mosquitos
Solos X
Embrido 0,69 X
Ovos 0,24 X
Besouro
Ritnaald'
Rups'
Gafanhotos X
Mosquitos 1,00 X
PCBs Solos Embrido Ovos Besouro  Ritnaald" Rups' Gafanhotos Mosquitos
Solos X
Embrido 0,51 X
Ovos 0,52
Besouro

Ritnaald'
Rups'

Gafanhotos
Mosquitos

0,99 0,99

Dados para PCDD/Fs mostram correlacdo muito forte entre solo x besouro (0,97), e

solo x mosquitos (0,95), e forte entre solo e larvas ‘ritnaald” (0,85). Estes sdo valores

coerentes pois besouros e mosquitos vivem no solo a maior parte do tempo de vida.
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Amostras de ovos tem fraca correlagdo com solo (0,24) e invertebrados, para
PCDDI/Fs, e forte correlagdo com o embrido (0,84), mesmo sendo de paises diferentes.
Entretanto, as correlagdes do embrido com todos os invertebrados sdo fortes, enquanto que
com o solo, moderada (0,69).

Isto indica que os altos niveis de PCDD/Fs encontrados nos ovos sdo metabolizados
durante a geragdo do embrido, acarretando as deformidades e anomalias descritas. O embrido
ao nascer, por sua vez, adquire tais congéneres atraves dos insetos e larvas ingeridos desde os
primeiros dias, justificando as fortes correlacBes obtidas com os invertebrados. Por fim,
podemos sugerir que os individuos do chasco-cinzento adquirem os congéneres de PCDD/Fs
por via direta dos insetos e larvas que consomem, e via indireta quando estes invertebrados
adquirem a contaminacao do solo.

Sabe-se que os PCBs sdo encontrados no meio ambiente nos diferentes niveis da
cadeia alimentar, como uma mistura de compostos provenientes da mesma fonte [77]. Assim,
dI-PCbs e ndI-PCBs foram correlacionados e combinados em uma Unica tabela de PCBs e os
resultados expressos na segunda parte da Tabela 4.

Comparando-se o perfil de distribuicdo de dI-PCBs e ndl-PCBs separadamente para
ambas amostras, obtém-se os graficos da Figura 15. Surpreendentemente, todas as correlacdes
moderadas e fracas envolveram as amostras de solo, tais como solo e embrido (0,51), solo e
ovos (0,52), solo e besouro (0,56) e a menor correlacdo para os PCBs totais, solo e larvas
‘ritnaald’ (0,48). Deste modo, fez-se necessario o detalhnamento das comparacGes entre solo e

larvas ‘ritnaald’ (Figura 15).
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Figura 15: Comparacédo do perfil de distribuicdo em amostras de solo e larvas ‘ritnaald’para
0s congéneres de (A) dI-PCBs; (B) ndl-PCBs.
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Observa-se que ha semelhanca entre os perfis de distribuicdo de ambas as amostras
para dI-PCBs, porém diferem claramente quando sdo comparados os niveis de ndl-PCBs
(Figura 15). O coeficiente de Pearson calculado entre as amostas de solo e larvas ‘ritnaald’
expressa correlacdo muito forte para dI-PCBs (0,97) e fraca para ndI-PCBs (0,18). Com estes
dados somente, ndo se pode afirmar sobre as possiveis fontes de contaminagdo em ambas as

amostras para PCBs totais, requerendo um estudo mais detalhado para tal.

3.4 Concluséao

Amostras de solos das regides de Dun, Vogelduin e Aekingerzand, situadas em areas
de preservacdo natural da Holanda e que abrigam a maior concentracdo de ninhos do chasco-
cinzento, possuem niveis de dioxinas e PCBs semelhantes aos encontrados em centros
urbanos de paises como Alemanha e Austria, porém abaixo dos limites maximos permitidos
para solos destinados a cultura agricola

Observou-se que os niveis encontrados nos solos neste estudo sdo semelhantes aos
relatados duas décadas atrés, indicando que ha uma contaminacao residual remanescente.

Entre as amostras de solo e os invertebrados mais consumidos pelo chasco-cinzento,
exitem semelhancas no perfil de distribuicdo para PCDD/Fs (Figura 13), confirmados pelas
fortes correlacBes descritas na Tabela 4. Presume-se que a contaminacdo por PCDD/Fs
adquirida pelos invertebrados advém do solo, obtendo maiores niveis aqueles insetos (ou
larvas) que vivem diretamente em contato com 0 mesmo. N&o se pode afirmar 0 mesmo para
0s PCBs totais com base somente nos dados aqui apresentados. Uma vez que o chasco-
cinzento se alimenta destes invertebrados, absorve esta contaminacdo no organismo,
refletindo nos efeitos adversos anteriormente citados.

Da quantidade total de dioxinas e PCBs adquiridos via oral pelo chasco-cinzento
adulto, aproximadamente 25% é excretada para 0s ovos. As amostras de ovos obtiveram 0s
maiores niveis de TEQ-PCDD/Fs-dI-PCBs entre todas as amostras deste estudo.

Estes ndo sdo os Unicos contaminantes que podem causar as anomalias descritas e a
baixa taxa de reproducdo do chasco-cinzento. Entretanto este estudo mostra que elevados

niveis para estes congéneres sdo encontrados no meio onde vivem e na sua cadeia alimentar.

54



CAPiTULO 4 PROJETO SOLOS — BELO HORIZONTE/MG

CAPITULO 4

PCDD/Fs E PCBS EM AMOSTRAS DE SOLO DE BELO HORIZONTE,

MINAS GERAIS, BRASIL.

4 INTRODUCAO

Dioxinas sdo um grupo de contaminantes ambientais que estdo presentes em quase
todos os compartimentos ambientais [78, 79]. Eles tém sido motivo de preocupacgédo para 0s
governantes de muitos paises e da World Health Organization (WHO), uma vez que sdo
toxicos em niveis residuais e extremamente estaveis [9]. Ap0Os a emissao para a atmosfera, 0s
PCDD/Fs tendem a se agregar ao particulado sélido, seguido pela deposicdo atmosférica até
atingirem solos e sedimentos. Portanto, solos e sedimentos s&o considerados como
'reservatorios' de PCDD/Fs, de onde podem ser gradualmente liberados ou transferidos para
outros meios no ambiente [80].

Para os PCDD/Fs, acredita-se que processos de combustdo (por exemplo,
incineradores de residuos, processos termo-industriais e queima doméstica de lixo) seja a
fonte mais significativa de poluicdo ambiental [81, 82]. Outras fontes potenciais sdo processos
industriais que envolvem plantas quimicas e petroguimica, producéo de ferro e aco, fornos de
cimento, fundi¢cbes de cobre secundario, indlstrias de papel e celulose, que também
contribuem para a emissédo no meio ambiente [83, 84].

Congéneres de PCBs, em geral, sdo mais onipresentes do que os PCDD/Fs devido a
sua aplicacdo comercial durante varias décadas do seculo passado [85]. A maioria das PCBs
foram produzidos comercialmente nos Estados Unidos como misturas-padrdo que ostentavam
a marca Aroclor [86]. Diferentes misturas Aroclor foram usadas em momentos diferentes e
para diferentes aplicacbes (por exemplo, fluidos de transferéncia de calor, lubrificantes
hidraulicos, retardadores de chama, plastificantes, e fluidos dielétricos em componentes
eletronicos, tais como capacitores e transformadores). Na fabricacdo de equipamentos
elétricos nos EUA, as misturas de Aroclor denominadas por 1260 e 1254 foram as principais
utilizadas antes de 1950. Mais tarde, durante os anos 1950 e 1960, Aroclor 1242 foi a mistura

principal utilizada até ser proibido em 1971 e substituido por Aroclor 1016 [87]. Embora a
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contaminacdo ambiental por PCBs € principalmente um resultado de varios produtos, uma
contaminacgdo local pode ser rastreada até uma industria ou aplicacdo especifica [88].

As emissbes de dioxinas geralmente ndo contém uma mistura homogénea de
congéneres, ja que os niveis individuais dependem principalmente do processo de combustéo,
dos materiais usados no processo, produtos envolvidos e das taxas de transferéncia ambientais
e bioldgicas. Os niveis totais medidos podem variar significativamente, dependendo da
estacao sazonal, como descritos anteriormente [80, 89].

Em varios locais do mundo, o solo foi investigado quanto a presenca de dioxinas. As
maiores concentracdes, préximas a 100 ng I-TEQ kg™ de matéria seca (em inglés é utilizado a
sigla d.m. = dry matter), foram encontradas na Finlandia em locais contaminados com
conservantes de madeira. Na Holanda, em particular, a maioria das amostras de solo foram
coletados na vizinhanca de incineradores de residuos sélidos urbanos, onde concentracdes de
até 252 ng I-TEQ kg™ d.m. foram detectadas [80]. Nos EUA, as dioxinas sdo encontradas em
solos superficiais em todo Estado de Washington, incluindo amostras de areas selvagens
remotas. Os niveis em TEQ de dioxinas nos solos variaram entre 0,033 e 19 ng I-TEQ kg™
d.m., com um valor médio de 1,2 ng I-TEQ kg™ d.m. [90]. A Alemanha possui um banco de
dados de contaminacéo registrada compilando resultados de mais de 2500 amostras de solo. A
média de concentracdo de PCDD/Fs em solo alemdo é de 3 ng I-TEQ kg™ d.m. nos centros
urbanos, 2 ng I-TEQ kg™ d.m. na orla urbana e 1 ng I-TEQ kg™ d.m. em é&reas rurais [91].
Diversos paises estabeleceram diretrizes relativas aos limites maximos de concentracdo de
dioxinas no solo, com foco no controle da emissdo de dioxinas em chaminés, com o objetivo
de reduzir a exposico e proteger a salide humana. A Suécia considera 10 ng I-TEQ kg™ d.m.
o limite maximo para o solo em é&rea residencial, enquanto a Alemanha e a Holanda
estabeleceram 1000 ng I-TEQ kg™ d.m. [80].

O Brasil ainda ndo tem limites maximos de dioxinas estabelecidos para solos. Sdo
escassos 0s dados sobre a exposi¢cdo humana a dioxinas, bem como niveis encontrados no
meio ambiente ou a identificacdo de possiveis fontes de formacdo e emissdo ndo-intencional.

Em 1998, Grossi et al [92] relataram os niveis de PCDD/Fs e PCBs encontrados em
plantas de compostagem localizadas em aterros sanitarios municipais em dez estados
brasileiros. Tal estudo revelou niveis de PCDD/Fs entre 11 e 150 ng I-TEQ kg™, dI-PCB de
77 a 1690 pg kg™, e ndl-PCB a partir de 14 a 338 ug kg™

Em termos de incidentes de contaminagdo ambiental, Braga et al. (2002) [93]

relataram elevados niveis de PCDD/Fs em uma planta industrial de hexaclorociclohexano
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(HCH) desativada no Rio de Janeiro/RJ. Para remediar a contaminacdo de HCH que foram
deixados a céu aberto ap0s desativacdo da planta, a &rea foi tratada com cal (CaO). A amostra
de solo coletada na area circundante apresentar concentracdo de PCDD/Fs de 13.900 ng I-
TEQ kg™

A UNEP, United Nations Environment Programme, divulgou em 2000 dados sobre as
concentracfes de PCDD/Fs em solos de algumas cidades brasileiras. Os niveis relatados
variaram entre 0,03 e 900 ng I-TEQ kg™. Em uma érea de lazer ndo especificada foi obtido os
menores valores (0,03-1,8 ng I-TEQ kg?), e em Duque de Caxias as concentracbes mais
elevadas, 13-900 ng I-TEQ kg™. Ambas as regides estdo localizadas no estado do Rio de
Janeiro [94].

Belo Horizonte é a capital do Estado de Minas Gerais, localizada no sudeste do Brasil,
com 331 km? e com uma populacdo estimada de aproximadamente 2,5 milhdes na area
urbana. Incluindo municipios vizinhos, a populacéo da area metropolitana alcan¢a 5,7 milhGes
de habitantes. A regido tornou-se atraente para os setores industriais apds a criacao do distrito
industrial em 1941. Construcéo, alta tecnologia e outras industrias tornaram-na uma das areas
economicamente mais dinamicas no Brasil [95]. Devido sua localizacdo geografica que reduz
0 custo de transporte de matérias-primas e fluxo de produtos, industrias importantes de
diferentes setores, como mineracdo, automoveis, produtos siderargicos, téxteis, cosméticos,
alimentos, produtos quimicos, produtos farmacéuticos, mobiliario e refinaria de petroleo
instalaram suas plantas no distrito industrial [96].

O objetivo deste estudo é fornecer uma investigacdo inicial sobre os niveis de 17
congéneres de PCDD/Fs, 12 dI-PCBs e 6 ndl-PCBs em solos coletados na area urbana de Belo
Horizonte/MG, Brasil. Informacdes adicionais sobre as areas de amostragem foram utilizadas
para avaliar diferencas entre os grupos e perfis de distribuicdo dos compostos estudados.
Dados deste presente estudo foram comparados com niveis obtidos em solos de outras regides

do Brasil e de diversos outros paises.

4.1 Materiais e métodos

411 Amostragem
Trés amostras individuais foram retirados de seis localidades da area urbana de Belo
Horizonte/MG, rua prof. baéta viana (BV), rua castelo setubal (CS), rua prendice coelho (PC),
praca dom silvério (PS), rua boreal (AL) e uma amostra em area nao-residencial coletada no
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departamento de quimica (DQ) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). A
distribuicdo espacial dos pontos amostrados € mostrada na Figura 16.

4

,,,,,,,,,

Figura 16: Mapa do Estado de Minas Gerais e da cidade de Belo Horizonte [97].

As amostras foram coletadas a partir da camada superior do solo (5 cm) e
armazenadas em frascos de vidro a temperatura ambiente. As andlises foram efetuadas no

laboratério RIKILT — Institute of Food Safety, em Wageningen UR, na Holanda.

4.1.2 Analises

As amostras foram analisadas para os PCDD/Fs e PCBs por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa de alta resolucdo (CG/HRMS) por métodos de rotina
empregados no laboratério RIKILT [98, 99]. Todos os padrbes foram adquiridos da
Cambridge Isotope Laboratories (Tewksbury, MA, EUA) e estdo listadas na Tabela A. 1.
Todos os solventes utilizados foram obtidos a partir da empresa Actu-All Chemicals
(Randmeer, The Netherlands) de grau PEC (Tabela A. 2).

Depois da secagem na estufa a 60 °C por 72h, as amostras foram homogeneizadas
para posterior extracdo por solvente acelerada (ASE, Thermo Fisher Dionex, Sunnyvale,
EUA). Foram pesados 5 g de solo homogeneizado e fortificados com padrdes marcados com
3C (50 pg de PCDD/Fs e NO-PCBs; e 1000 pg de MO-PCBs e ndI-PCBs). Adicionou-se 5 g
de terra de diatomaceas, homogeneizada, e a mistura foi transferida para a célula de aco
inoxidavel do ASE, onde foi extraida 3 vezes de 15 mL com tolueno:etanol (9:1, v/v) a 100
°C de temperatura e 1500 psi de pressdo. O extrato foi entdo eluido por um funil contendo
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Na,SO, anidro para remocéo total de agua e o solvente evaporado no evaporador rotatorio. A
etapa de clean-up para remocdo de interferentes da matriz foi realizada em um sistema
automatizado de colunas cromatograficas PowerPrep™ (FMS Inc., Waltham, MA, EUA)
equipado com uma coluna de silica acida, uma coluna de silica neutra, uma coluna de alumina
basica e uma coluna de carvao/celite ativado, adquiridas com o proprio fabricante.

As duas fragOes obtidas foram analisadas por GC/HRMS Agilent HP6890+GC
acoplado a um espectrometro de massas HRMS (Autospec, Ultima system, Waters,
Manchester, UK) para PCDD/Fs e ndo-orto dI-PCBs e mono-orto dI-PCBs e ndl-PCBs. Para
0s PCDDI/Fs e nao-orto dI-PCBs, 100 uL foram injetados num vaporizador de temperatura
programada (Gerstel, Mulheim an der Ruhr, Alemanha) no modo de ventilacdo de solvente,
enquanto 2 uL foram injetados no modo splitless para 0 mono-orto dI-PCBs e ndl-PCBs. A
separagdo dos congéneres ocorreu em coluna capilar de silica fundida DB-5MS (60 m x 0,25
mm x 0,25 um) da Agilent J & W (Folsom, EUA), utilizando hélio como gas transportador
(pureza 6,0, fluxo 1,2 mL min-1). O programa de temperatura do cromatdgrafo esta descrito
no item 2.6.1 Os limites de quantificacdo (LQ) listados na Tabela A. 4 foram baseados na
relacdo sinal/ruido (S/N) e foram de aproximadamente 0,02 ng kg-1 d.m. para PCDD/Fs, 0,05
ng kg-1 d.m. para os NO-PCB, 5,00 ng kg-1 d.m. para os MO-PCB e 0,05 ng kg-1 d.m. os
ndl-PCBs. Tais LQs foram corrigidos pela recuperacao dos padrdes e a massa de amostragem,
para cada composto. Os resultados em TEQ foram calculadas utilizando os Fatores de
Toxicidade Equivalente (TEF) definidos pela WHO em 2005 (Tabela 1).[9].

4.2 Resultados e Discussao

4.2.1 Concentracdo de PCDDs e PCDFs em solo

Os resultados dos congéneres individuais das dezoito amostras coletadas em Belo
Horizonte/MG estdo relatadas na Tabela 5. Os niveis totais de TEQ observados variaram de
0,43 a 4,54 ng TEQ kg™ d.m. com resultado médio de 1,56 (+ 1,03) ng TEQ kg™ d.m. Os
maiores niveis de TEQ foram registrados na area PR, seguido pelas areas PC, DQ, AL, CS e
BV. A contribui¢do dos congéneres de PCDDs no TEQ total, variou de 42 a 90%, enquanto
para os PCDFs a contribuicdo foi de 10-58%. A amostra PR apresentou a maior contribuicdo
de PCDD com media de 82%, enquanto a menor contribuicdo de PCDDs foi encontrada na
area CS (51%).
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O padrédo de contribuices dos congéneres consistiu principalmente de OCDD
(intervalo de 61 - 95%), HpCDD (4 - 19%), OCDF (0,3 - 12%) e PCDFs (0,2 - 10%).
Claramente OCDD foi o congénere mais abundante em todas as amostras de solo. A
concentracdo relativamente alta de OCDD mostra boa concordancia com o que ja foi
encontrado em outros estudos para solos. Por exemplo, Brzuzy e Hites encontraram altas
contribui¢Ges de OCDD em amostras de solo do estado da Virginia (91% de PCDD/Fs) [81] e
Indiana (96% de PCDD/Fs) [100], ambos nos Estados Unidos. Na Africa do Sul foi descrita a
contribuicdo de 84% de PCDD/Fs [101].
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Tabela 5: Niveis de PCDD/Fs e dI-PCBs (ng kg™ d.m.), e ndI-PCBs (ug kg™ d.m.) de solos coletados em seis diferentes localidades em Belo

Amostra DQ-1 DQ-2 DQ-3 CS-1 CS-2 CS-3 PC-1 PC-2 PC-3 PR-1 PR-2 PR-3 BV-1 BV-2 BV-3 AL-1 AL-2 AL-3
Produto solo Solo solo solo solo solo solo solo solo solo solo solo solo solo solo solo solo solo
PCDD/Fs

2,3,7,8-TCDF 0.42 0.46 0.43 0.34 0.32 0.27 0.53 0.18 0.27 0.46 0.29 0.35 0.14 0.16 0.14 0.2 0.27 0.32
1,2,3,7,8-PeCDF 0.28 0.31 0.31 0.34 0.26 0.21 0.59 0.14 0.22 0.37 0.29 0.35 0.16 0.22 0.21 0.24 0.32 0.37
2,3,4,7,8-PeCDF 0.35 0.61 0.36 0.4 0.27 0.28 0.94 0.19 0.27 0.33 0.21 0.31 0.13 0.19 0.15 0.19 0.26 0.27
1,2,3,4,7,8-HXxCDF 0.32 2.07 0.33 0.4 0.32 0.32 1.11 0.21 0.35 0.45 0.31 0.45 0.18 0.26 0.16 0.23 0.3 0.31
1,2,3,6,7,8-HXxCDF 0.29 1.26 0.32 0.41 0.31 0.3 0.93 0.2 0.29 0.41 0.32 0.49 0.17 0.22 0.16 0.25 0.32 0.33
2,3,4,6,7,8-HXxCDF 0.39 1.96 0.39 0.5 0.36 0.21 1.32 0.27 0.41 0.5 0.44 0.7 0.23 0.28 0.17 0.33 0.35 0.44
1,2,3,7,8,9-HXxCDF <0.16 <0.8 <0.14 <0.27 <0.2 <0.12 <0.29 <0.07 <0.12 0.39 0.53 0.55 0.21 0.37 0.4 0.46 0.52 0.58
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 1.75 21.1 1.58 3 2.29 1.81 6.46 1.86 2.31 5.19 6.11 7.43 1.59 1.3 0.79 3.08 3.88 4.51
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0.13 2.62 0.13 0.25 0.2 0.18 0.6 0.16 0.21 0.37 0.41 0.61 0.14 0.11 0.07 0.21 0.3 0.29
OCDF 1.63 28.9 1.54 5.91 4.95 2.42 6.79 3.93 5.57 17.8 25.6 25.8 2.21 15 0.77 11.7 19.5 17.7
2,3,7,8-TCDD 0.04 0.04 0.04 0.04 <0.03 <0.06 0.05 0.02 <0.03 0.05 0.04 0.06 <0.02 <0.03 <0.04 <0.04 <0.04 0.03
1,2,3,7,8-PeCDD 0.14 0.16 0.13 0.15 0.1 0.09 0.26 0.09 0.13 0.19 0.18 0.36 0.07 0.09 0.06 0.12 0.13 0.18
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0.13 0.34 0.12 0.13 0.1 0.09 0.43 0.17 0.15 0.23 0.25 0.76 0.1 0.07 0.05 0.13 0.13 0.2
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0.52 1.02 0.39 0.39 0.31 0.23 1.52 0.64 0.62 1 1.3 2.76 0.4 0.33 0.25 1 0.76 1.73
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0.4 0.57 0.28 0.35 0.3 0.16 0.88 0.35 0.37 1.03 1.66 2.59 0.32 0.32 0.29 0.87 1.08 1.37
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 16.9 30.2 10.6 7.73 6.08 6.89 92.8 70.6 38.8 44.6 76.4 181 21.6 11.8 5.09 69.9 26.8 104
OCDD 83.9 144 61.1 54.2 43.7 46.3 584 1260 328 402 779 3860 201 97.6 46.5 334 238 419
WHO2005-PCDD/F-TEQ (Ib) 0.75 1.75 0.65 0.7 0.49 0.44 2.46 1.48 0.97 1.43 1.87 4.44 0.58 0.51 0.34 1.37 0.98 2.04
WHO7005-PCDD/F-TEQ (ub) 0.76 1.83 0.67 0.73 0.54 0.51 2.49 1.49 1.02 1.43 1.87 4.44 0.6 0.54 0.38 1.41 1.02 2.04
dI-PCB's

PCB 81 1.28 1.8 1.25 0.8 0.76 0.28 0.94 0.38 0.36 0.25 0.19 0.19 0.11 0.12 0.11 0.15 0.15 0.21
PCB 77 32.2 44.7 29.2 16.9 14.9 5.3 16.8 11.6 10.1 4.07 3.81 3.58 1.9 1.77 1.84 2.51 2.83 3.47
PCB 126 7.61 8.43 5.25 1.53 1.26 0.83 2.83 3.13 2.78 0.94 0.82 0.9 0.4 0.39 0.4 0.54 0.61 0.69
PCB 169 0.94 1.14 0.69 0.21 0.17 0.16 0.44 0.23 0.27 0.2 0.18 0.17 0.09 0.1 0.08 0.13 0.17 0.16
PCB 123 <9.03 <17.9 <6.61 <4.96 <5.31 <5.03 <5.53 <3.63 <4.32 <3.16 <2.82 <5.95 <3.04 <3.81 <2.96 <341 <3.3 <3.96
PCB 118 269 798 202 145 153 53.2 124 153 106 32.1 36.4 30.8 14.1 14.9 18.2 25.8 26.8 23
PCB 114 <8.13 16.5 <5.24 <4.55 <4.61 <4.52 <5.12 <3.54 <4.13 <2.82 <2.76 <6.43 <3.53 <3.72 <2.82 <3.28 <3.14 <3.83
PCB 105 112 260 77.2 68.9 73.5 28.4 70.4 81 57.8 16.6 17.9 16.2 6.69 8.72 8.65 12.6 12.7 13
PCB 167 59.9 114 52.9 111 12.8 7.43 15.9 16.3 13.3 4.74 4.46 4.59 2.43 <3.19 <3.04 25 3.03 <2.86
PCB 156 111 191 96.5 25.1 26.7 15.8 32.3 355 28.2 10.9 10.3 10.5 5.03 5.74 6.65 7.38 7.36 5
PCB 157 18.6 31.8 14 6.58 7.45 5.36 8.9 9.28 7.4 <3.46 <4.57 <4.49 <2.83 <3.32 <3.25 <2.6 <2.95 <3.13
PCB 189 20.3 28.5 22.4 2.22 2.24 1.96 <3.41 2.42 2.08 <1.74 <2.55 <2.9 <3.36 <1.28 <1.58 <1.32 <1.64 <1.76
WHO2005-dI-PCB-TEQ (Ib) 0.81 0.93 0.56 0.17 0.14 0.09 0.31 0.33 0.29 0.1 0.09 0.1 0.04 0.04 0.04 0.06 0.07 0.08
WHO05-dI-PCB-TEQ (ub) 0.81 0.93 0.56 0.17 0.14 0.09 0.31 0.33 0.29 0.1 0.09 0.1 0.04 0.04 0.04 0.06 0.07 0.08
WHO2005-PCDD/F-dI-PCB-TEQ (Ib) 1.56 2.68 1.21 0.87 0.63 0.53 2.77 1.81 1.27 1.53 1.96 4.54 0.62 0.56 0.38 1.43 1.05 2.12
WHO3005-PCDD/F-dI-PCB-TEQ (ub) 1.57 2.76 1.23 0.9 0.68 0.6 2.8 1.82 1.31 1.53 1.96 4,54 0.64 0.59 0.43 1.47 1.09 2.12
ndl-PCB's

PCB 028 0.05 0.13 0.06 0.14 0.19 <0.05 0.11 <0.03 0.03 <0.04 <0.03 <0.03 <0.03 <0.04 <0.03 <0.03 <0.04 INTERF
PCB 052 0.04 0.31 <0.05 0.11 0.14 <0.07 <0.04 0.03 <0.04 <0.03 <0.05 <0.03 <0.04 <0.03 <0.03 <0.06 <0.03 <0.06
PCB 101 0.39 1.1 0.38 0.14 0.16 <0.08 <0.07 0.12 0.07 <0.07 <0.04 <0.05 <0.04 <0.07 <0.04 <0.05 <0.05 <0.06
PCB 153 1.11 2.73 1.07 0.14 0.15 0.08 0.19 0.2 0.16 0.06 0.08 0.08 0.03 0.03 0.05 0.04 0.05 <0.04
PCB 138 0.94 1.88 0.89 0.18 0.19 0.11 0.22 0.25 0.21 0.06 0.07 0.07 <0.05 <0.05 0.04 <0.04 0.05 <0.05
PCB 180 0.78 1.33 0.92 0.07 0.08 0.07 0.11 0.09 0.09 0.05 0.05 0.05 <0.06 <0.02 0.03 0.02 0.03 <0.03
Total ndI-PCBs (Ib) 3.31 7.48 3.31 0.78 0.9 0.26 0.63 0.69 0.56 0.17 0.2 0.2 0.03 0.03 0.12 0.07 0.12 0
Total ndI-PCBs (ub) 3.31 7.48 3.36 0.78 0.9 0.46 0.74 0.72 0.6 0.31 0.32 0.31 0.25 0.24 0.22 0.25 0.24 1.33
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Hites (1990) [102] em um estudo comparando a distribuicdo de PCDD/Fs no
solo e em fontes de combustdo, observou que os congéneres menos clorados (isto é,
penta- e tetra-CDD) emitidos para o ambiente, sdo encontrados em maior quantidade na
fase vapor. Uma vez que a massa de ar se move para longe a partir das fonte de emissao,
as dioxinas sdo diluidas com o ar mais limpo e apenas uma pequena parte dos
congéneres tetra- e penta- (<40%) sdo depositadas no solo, de preferéncia, perto da
fonte de emissdo. Ainda de acordo com Hites (1990) [102], o0s congéneres mais
clorados, (isto €, hexa-octa-CDD), tém maior tendéncia a se agregarem ao particulado
solido e serem removidos do ar por deposicdo atmosferica.

Alguns anos mais tarde, Wagrowski e Hites (2000) [84] sugeriram que a
predominancia de PCDFs na distribuicdo em TEQ pode indicar proximidade entre a
fonte poluente e o local contaminado, sendo classificados como “fonte. Por outro lado,
os perfis com os PCDDs predominantes em relacdo ao TEQ, sdo classificados como
"dreno", sugerindo que a area de estudo é distante de uma possivel fonte de emisséo.
Além disso, Domingo et al. (2001) [103] mostrou que os congéneres mais clorados
sofrem menos com o processo de lixiviacdo do solo, em relacdo aos menos clorados.
Assim, os padrdes de PCDD/Fs obtidos nas amostras de solo urbano de Belo

Horizonte/MG sdo consistentes com os padrdes descritos em diferentes paises.

4.2.2 Concentracdo de PCBs em solo
O intervalo de valores de dI-PCBs obtido neste estudo foi 0,04 - 0,93 ng TEQ
kg™ d.m. e para ndl-PCBs, 0,22 - 7,48 ng g™ d.m., descritos na Tabela 5. A contribuic&o
de dI-PCBs no TEQ total variou de 2 a 52%, onde apenas na amostra DQ-1 o nivel de

dI-PCB:s foi predominante em relacéo aos PCDD/Fs.
4.2.3 Fontes de emissdo em potencial

Na Figura 17 sdo representados todos os valores de PCDD/Fs-TEQ, dI-PCBs-
TEQ e ndl-PCBs por amostra coletada.
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Somatério PCDD/F - dI-PCB (ng TEQ kgt d.m.)

s \WWHO2005-dI-PCB-TEQ (ub) el WHO2005-PCDF -TEQ (ub)
mmmm \\/HO2005-PCDD -TEQ (ub) —— Total ndl-PCBs (ub)

ndl-PCB (ng gt d.m.)

Figura 17: Niveis de PCDD/Fs-TEQ, dI-PCBs-TEQ e ndI-PCBs das amostras
individuais de solos coletados em Belo Horizonte/MG.

BV foi considerada a area mais limpa em matéria de PCDD/Fs e PCBs, com
niveis médios de 0,55 ng TEQ kg™ d.m. (+ 0,11) e para ndl-PCBs 0,24 g kg™ d.m. (+
0,02), sequida da area CS com 0,72 ng TEQ kg* d.m. (+ 0,15). Ambas as éareas
poderiam ser influenciadas pelos fornos de cimento localizados na cidade de Pedro
Leopoldo, 25 km ao norte de BV e CS. Os fornos de cimento em geral sdo conhecidos
por emitir PCDD/Fs, embora as estimativas dos valores e padrdes dessas emissdes
possam variar [104]. Geralmente, o transporte e deposi¢cdo de PCDD/Fs dependera dos
fendmenos atmosféricos e a distancia entre a fonte e local analisado [102]. Os baixos
niveis observados sugerem que as areas BV e CS ndo sdo afetados significativamente
pelos fornos de cimento. No entanto, um estudo complementar € necessario para avaliar
0 impacto ambiental desses fornos em termos de niveis de PCDD/Fs liberados para a
atmosfera.

Em contraste, os niveis mais elevados foram encontrados em amostras do sul de

Belo Horizonte, na area PR, particularmente mais préxima do centro da cidade. Neste
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local, camadas superiores do solo foram amostrados de jardins individuais com cerca de
2 m? cada, situados a menos de 5 metros de distancia um do outro, em uma pequena
praca publica. Niveis encontrados em PR-1, PR-2 e PR-3 foram 1,53, 1,96 e 4,54 ng
TEQ kg™ d.m., respectivamente, com os PCDDs contribuindo 73 - 90%, em relacéo ao
TEQ-PCDD/Fs. Belo Horizonte é uma cidade metropolitana com alta densidade
populacional e rodeado de atividades industriais e de mineracdo. Uma dessas areas, o
distrito industrial, esta situado na cidade de Contagem (cerca de 10 km a oeste de PR,
AL e éareas PC), potencial fonte de emissdo de PCDD/Fs. Nenhuma das areas mais
proximas a esse distrito obteve concentracfes elevadas. Como mencionado antes, o
comportamento destes compostos emitidos para a atmosfera sofre influéncia dos
fendmenos naturais. Além disso, o distrito industrial deve ser estudado em detalhe para
avaliar se existe qualquer fonte de emissdo de PCDD/Fs acima dos limites
internacionais permitidos.

Em relacdo aos ndl-PCBs, os niveis mais elevados estavam na area DQ, com
perfil de distribuicdo diferente das outras amostras. O valor médio foi de 4,72 pg kg™
d.m. (x 2,39). Os congéneres mais clorados como PCB 153, 138 e 180, contribuiram
com 72% para a soma de mono-orto e ndl-PCBs (Figura 18). Frame et al. (1996) [105]
apresentaram a distribuicdo dos congénere de PCBs detalhada em misturas de Aroclor.
Os PCBs mais clorados, tais como PCB 153, 138 e 180 foram obtidos principalmente a
partir de Aroclor 1260 e 1262. Estes dados tiveram perfil semelhante ao obtido nas
amostras DQ.

Dos 209 congéneres diferentes de PCBs, cerca de 140 a 150 sdo observados nas
misturas comerciais de PCBs para equipamentos elétricos. A mistura técnica mais
conhecida carrega 0 nome da marca Aroclor, produzida até 1980 pela companhia
Monsanto Corporation, St. Louis, MO, Estados Unidos. Entretanto, como nunca foram
produzidas no Brasil, todas as misturas comerciais de PCBs aqui utilizadas foram
importadas dos Estados Unidos [13, 87].
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Figura 18: Contribuicdo dos congéneres de MO-PCBs e ndl-PCBs em solos coletados

na area DQ.

Para avaliar a possivel fonte de contaminacdo no local DQ, o perfil de
distribuicdo dos MO-PCBs e ndI-PCBs encontrados nas trés amostras coletadas (DQ-1,
DQ-2 e DQ-3), foram comparados com os padrdes individuais previamente obtidos no
RIKILT para cada mistura de Aroclor (1016, 1221, 1232, 1242, 1248, 1254, 1260 e
1262). Além disso, foi calculado o coeficiente de correlagdo de Pearson (p) nos dados
de PCBs entre as misturas de Aroclor e as amostras DQ. A maior correlagdo positiva
com solo foi obtido com a mistura Aroclor 1260 (p = 0,91), seguido de 1262 (p = 0,78),
e 1254 (p = 0,44).

A Figura 19 representa graficamente a comparacdo da média dos resultados de
DQ e a soma das misturas de Aroclor 1254, 1260 e 1262, multiplicada por um fator de
65 para melhor caracterizacdo de comparagéo. Estas correlagdes positivas sugerem que
PCBs encontradas na area de DQ pode ser afetada principalmente por misturas Aroclor
1254, 1260 e 1262. A razdo para tal contaminacdo pode ser perto da area recolhida.
Como mencionado anteriormente, tais misturas técnicas ainda sdo utilizadas como
fluidos dielétricos em componentes eletrénicos, a exemplo dos capacitores e
transformadores [86]. A area de amostragem DQ esta localizada a cerca de 70 metros de

distancia do Laboratorio de Alta Tensdo Extra, onde se trabalha com transformadores de
65




CAPITULO 4 PROJETO SOLOS — BELO HORIZONTE/MG

alta voltagem, onde ainda se usam misturas Aroclor. Neste caso podemos sugerir que
essas sejam as fontes de contaminagédo dos ndl-PCBs na regido coletada. Mais estudos
s80 necessarios para avaliar o alcance desses residuos na &rea e 0s riscos para a saude
humana quando de trata da exposi¢cdo a poluentes organicos persistentes, como 0s
PCBs.

Niveis (ng kg-1 d.m.)
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Figura 19: Comparacdo da média dos resultados obtidos na area DQ e 0 somatério das
misturas de Aroclor 1254, 1260 e 1262.

4.2.4 Comparacdo com outros paises e diretrizes para solos.

E possivel encontrar na literatura outros estudos de contaminacio de PCDD/Fs e
PCBs em solos de regides diversificadas, relatados por diferentes paises.

Comparando-se com o presente estudo, resultados semelhantes para TEQ-
PCDD/F-dI-PCBs foram encontrados. Na Africa do Sul foram relatados niveis entre
0,12 - 16 ng TEQ kg™ d.m. em solos amostrados na vizinhanca de possiveis fontes
industriais de emissdo (produtor metais ferrosos). Os autores observaram que a maior
parte das concentragdes estavam abaixo de 6,3 ng TEQ kg™ d.m. e apenas uma area
excedeu esse valor [101]. Em um distrito oriental da China, foram relatados niveis de
PCDD/Fs e dI-PCBs em solos da ordem de 0,017 - 5,04 ng TEQ kg™ d.m., com valor
médio de 0,967 (+ 1,361) [106]. Em 2012 foram registradas concentra¢des de 0,30 a 15
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ng TEQ kg* d.m, na Eslovaquia, quando solos foram investigados préximos a
incineradores e plantas de processos metallrgicos [76].

A Unido Europeia (UE), através do Diretorio Geral do Meio Ambiente, produziu
em 1999 uma compilacdo de dados relativos a saide humana e exposicdo a dioxinas,
entre paises membros da UE. A Tabela 6 exibe os niveis de PCDD/Fs e dI-PCBs
relatados em alguns paises da Europa, Asia, Africa e Américas, em diferentes tipos de
solos, urbano, rural ou indefinida [76, 80, 91, 94, 101, 106-123]. A Holanda reportou
valores entre 2,2 - 10 ng TEQ kg™ d.m. e a Espanha, 0,1 - 8,4 ng TEQ kg™ d.m. para o
solo rural. Niveis mais elevados foram registrados na Alemanha, 0,1 - 42 ng TEQ kg™
d.m. e Reino Unido, 0,78 - 87 ng TEQ kg™ d.m. em diferentes tipos de solos.

As diretrizes de qualidade de paises como Alemanha [80], Canada [122] e
Estados Unidos [124] foram usadas para efeito de comparacdo com os resultados
obtidos em Belo Horizonte/MG. O Canada possui 0 menor limite permitido, 4 ng TEQ
kg’ dm para solos agricolas, residenciais, parque recreativos e terras para fins
comerciais, enquanto Alemanha e Estados Unidos determinam niveis da ordem de 5 e
10 ng TEQ kg™ d.m., respectivamente [122]. Nesse contexto, a amostra PR-3 cujo valor
encontrado é 4,54 ng TEQ kg™ d.m., foi a Gnica amostra a ultrapassar o valor permitido,

segundo a diretriz canadense.
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Tabela 6: Compilacdo das concentracbes de PCDD/Fs em solos de diversos paises.
Concentracdo em ng TEQ kg-1 d.m. (al-TEQ; bTEF-WHO1998; cTEF-WHO2005).

Paises Tipo solo PCDD/Fs-TEQ dI-PCBs-TEQ Total-TEQ
Austria®® floresta 0,01 — 64
pastagem 1,6 —14°
Bélgica™ geral 2,7-8.9°
rural 2,1-27°
Finlandia® geral 9,1-90°
Alemanha'® geral 0,142
floresta 10 — 30°
pastagem 0,004 — 307
terra aravel 0,03 — 25%
rural 1,0°
Grécia® geral 2 - 45°
Irlanda geral 0,15 -8,6°
floresta 4,8°
pastagem 0,8-13°
Italia* geral 0,057 - 0,12
pastagem 0,143
terra aravel 1,9-3,1°
Luxemburgo® geral 1,8 -20°
floresta 6,0°
rural 1,4°
Holanda*® geral 2-55°
rural 2,2-17°
Russia®® inabitado 0,022-0,1°
industrial > 40°
Eslovaquia® industrial 0,28 -15,9" 0,069 — 6,5°
Espanha®’ urbano 0,63 — 24,2
rural 0,08 —8,40°
Suécia® rural 0,11 — 11,446°
Inglaterra®® geral 0,78 — 87"
rural 0,78 — 20°
Brasil* urbano 0,03 - 900°
Chile* urbano 0,22 -2,2°
EUA® urbano 0,13 - 19°
aberto 0,04 - 4,6
floresta 0,033 -5,2°
Canada™ urbano 0-99°
w rural 0-57°
China geral 0,017 - 5,04°
Japdo® geral 7,9-424°
Africa do Sul*’ industrial e rural 0,08 -11,1° 0,04 —4,4°
Coreia® industrial e urban 4,0 -8,0°
Austrélia® industrial 0,12 -11° 0,015-1,8°
urbano 0,11 -42° 0,0058 — 1,6"
agricultura 0,027 — 4,2° 0,0037 — 0,089°
aberto 0,037 -5,1° 0,0012 - 0,079°
Nova Zelandia® floresta e grama 0,17 —1,99°
agricultura 0,17 - 0,90 0,065 — 1,33
urbano 0,26 — 6,67°
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4.2.5 Resultados de dioxinas no Brasil

Um dos principais estudos que relatam os niveis de PCDD/Fs em solos no
Brasil, foi reportado pela UNEP em 1999 e sdo apresentados na Tabela A. 5 [94]. Neste
relatério, os niveis de algumas cidades como Araraquara/SP (0,1 - 1,2 ng I-TEQ kg™
dm), Cantagalo/RJ (0,6 - 2,5 ng I-TEQ kg™ d.m.) , Manaus/AM (0,05 - 0,4 ng I-TEQ
kg™ d.m.) e uma &rea de lazer no Rio de Janeiro (0,03 - 1,8 ng I-TEQ kg™ d.m.) séo
comparaveis ao montante obtido em solos de Belo Horizonte/MG (0,38 - 4,44 ng TEQ
kgt d.m.).

Por outro lado, os niveis referentes aos solos da capital mineira foram menores
do que cidades como Cubat&o/SP (11 — 341 ng I-TEQ kg™ d.m.), Formiga/MG (1,4 —
654 ng I-TEQ kg™ d.m.), Duque de Caxias/RJ (13 — 900 ng I-TEQ kg™ d.m.) e em uma
&rea industrial ndo especificada do Rio de Janeiro/RJ (1,1 — 654 ng I-TEQ kg™ d.m.)
[94].

Atualmente, o maior nivel j& registrado ocorreu na cidade de Duque de
Caxias/RJ, em uma antiga fabrica de pesticidas desativada, localizada na regido
conhecida como Cidade dos Meninos. As amostras de solo coletadas continham niveis
de 13.900 ng I-TEQ kg™ (+ 0,9%) de PCDD/Fs, enquanto em 4reas vizinhas & fabrica,
os valores ficaram entre 0,19 e 2,08 ng I-TEQ kg™. Octa e hepta-clorados foram o0s
congéneres de PCDD/Fs com maior contribuicdo TEQ encontrados na éarea afetada

pelos pesticidas [93].

4.3 Concluséo

Os niveis de PCDD/Fs e dI-PCBs em solos de Belo Horizonte/MG variaram de
0,43 a 4,54 ng TEQ kg™ d.m. Esta gama é comparavel aquelas encontradas em outras
cidades brasileiras como Manaus/AM, Araraquara/SP e Rio de Janeiro/RJ, porém
menor do que os niveis descritos em Cubatdo/SP, Formiga/MG e Duque de Caxias/RJ.
Apesar do carater metropolitano de Belo Horizonte/MG, com alta densidade
populacional e intensa atividade industrial, os niveis encontrados nas seis regides
estudadas séo inferiores aos descritos por outros paises.

Os dados aqui relatados para Belo Horizonte/MG ainda ndo podem ser
associados com plena garantia de certeza a possiveis fontes de emissdo de PCDD/Fs e
PCBs. Novos estudos mais detalhados sdo necessarios para investigar as reais fontes
que liberam esses contaminantes para o ambiente. Assim é possivel estimar o alcance

69



CAPiTULO 4 PROJETO SOLOS — BELO HORIZONTE/MG

desses poluentes partindo da fonte, bem como o grau de exposicdo humana na area
urbana de Belo Horizonte/MG.

As concentragfes de ndl-PCBs obtidos para o solo na area de DQ foram
superiores a outros locais em Belo Horizonte/MG. Foram observadas correlagdes
positivas entre o perfil de distribuicdo dos ndI-PCBs e a misturas técnica Aroclor 1260,
1262 e 1254. Ha suspeita de que transformadores elétricos situados a poucos metros do
local de amostragem seja a provavel fontes de contaminacéo desses congéneres.

Os resultados apresentados neste estudo podem ser usados para avaliar a
extensdo da contaminacdo de PCDD/Fs e PCBs e contribuir para identificacdo das

principais fontes de emissao e as regides mais afetadas no Brasil.

CAPITULO 5

O DESEMPENHO DE APGC MS-MS EM COMPARACAO coM GC-HRMS

PARA A ANALISE DE DIOXINAS POLICLORADAS E PCBS EM AMOSTRAS

DE ALIMENTOS E ALIMENTOS PARA ANIMAIS.

5 INTRODUCAO

Durante décadas, a analise de dioxinas (PCDDs e PCDFs) e PCBs (NO-PCBs,
MO-PCBs e ndI-PCBs) em matrizes de alimentos (humana e animal) e amostras
ambientais, foi realizada usando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas de alta resolucdo (GC-HRMS), numa resolucdo de 10.000. Este equipamento é
considerado pré-requisito na verificacdo de contaminantes em alimentos, segundo a
legislagdo dos Estados Unidos e da Unido Europeia. Contudo, nos ultimos anos, a
espectrometria de massas de baixa resolucdo (LRMS) vem ganhando espaco para este
tipo de anélises de conformidade de alimentos [55, 125, 126].

Anteriormente, 0 uso da técnica GC-MS/MS para analises de PCDD/Fs e PCBs
restringia-se a amostras ambientais, uma vez que a sensibilidade instrumental dos
espectrometros de baixa resolucdo ndo alcangava a faixa de trabalho do equipamento
GC-HRMS. O avanco tecnologico e as adaptagdes metodoldgicas tornaram Util a

aplicacdo do equipamento GC-MS/MS para analises destes congéneres em alimentos,
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porém ainda sem atender os baixos niveis de contaminacdo das amostras de alimentos
[127-130]

Mais recentemente, a cromatografia gasosa com ioniza¢do quimica a pressao
atmosférica, um tipo de ionizacdo suave, foi desenvolvida [130-133] e aperfeiogoada
para obter maior sensibilidade [134-136].

A técnica APGC, apds os analitos sairem do GC, encontram uma nuvem de
plasma formada por uma descarga de corona com fluxo de entrada de nitrogénio sob
condi¢des atmosfericas. Estes compostos sofrem ionizacdo por transferéncia de carga
primaria e/ou segundaria [137, 138]. A ionizacdo suave gera rendimentos de ions
moleculares muito mais elevados em comparacdo com a ionizagdo por impacto de
elétrons (EI), esta ultima causando substancial fragmentag&o na fonte.

Ao se combinar APGC com MS/MS e aplicar para analises de PCDD/Fs e
PCBs, surge a oportunidade de uma analise mais sensivel e seletiva, por uma técnica
diferente do GC-HRMS, dentro da faixa de niveis aceitavel para alimentacdo humana e
animal, com identificacdo e quantificacdo inequivocas.

Estudos recentes demonstraram o potencial da técnica APGC-MS/MS para a
deteccdo seletiva e sensivel de dioxinas e furanos, porém sem abranger ainda os PCBs
[137, 138], mas pouco ainda se sabe sobre o desempenho total da nova metodologia.

Neste capitulo tem-se como objetivo, investigar a aplicabilidade da técnica
APGC-MS/MS na deteccdo e quantificacgdo de PCDD/Fs e PCBs em amostras
diversificadas de alimentos (para humanos e animais). Foram testados os parametros de
sensibilidade, seletividade e faixa dinamica, em conformidade com a regulamentacdo da
Unido Europeia [125].

A técnica também foi testada em mais de 200 amostras de alimentos, para 0s
compostos citados, em variadas concentragdes, e o0s resultados comparados com os do
equipamento GC-HRMS do laboratério RIKILT. Foram realizados testes de
intercomparacgdo com materiais de referéncia certificado (SRM1947 — tecido de peixe) e
material de referéncia interno (299520 — 6leo de girassol), que foram enviados ao
Centro de Pesquisa e Tecnologia Analitica (CART), laboratério de referéncia nacional
da Bélgica, situado na Universidade de Liége, também equipado com o instrumento
APGC-MS/MS.
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5.1 Materiais e Métodos

5.1.1 Preparo de Amostras

As amostras analisadas para PCDD/Fs e PCBs foram preparadas utilizando
métodos rotineiros empregados no laboratério RIKILT, ja descritos previamente no
item Capitulo 2 onde foram detalhados os procedimentos de extracdo e clean-up.

Um grande numero de amostras, branco e as amostras de controle (n>200), que
incluem produtos alimenticios para humanos, alimentos para animais e amostras
ambientais, foram analisadas para se investigar o desempenho do APGC-MS/MS, em
comparagdo com GC-HRMS. Em sua grande maioria, as amostras eram oriundas dos
programas de monitoramento nacional do governo holandés para produtos agricolas
primarios, produtos de pesca e alimentos, além de amostras de solo.

Em amostras de gordura animal, utiliza-se o0 aquecimento em micro-ondas para
extrair a gordura contendo as dioxinas. Em amostras de peixe magro foi utilizado o
método SMEDES [52] descrito no item 2.4.1. Para amostras de solo e outros tipos de
alimentos seco, foi utilizada a extracdo acelerada por solvente (ASE, Thermo Fisher
Dionex, Sunnyvale, EUA), detalhada no item 2.4.2.

O procedimento de clean-up foi igual para todas as amostras, utilizando o
sistema automatizado de colunas PowerPrep™ (FMS Inc., Waltham, MA, EUA),
descrito no item 2.5.2.

Da etapa de purificacdo, todas as amostras resultaram em duas fracdes, fracdo A

contendo MO-PCBs e ndl-PCBs em 500 uL de iso-octano e a fracdo B contendo
PCDD/Fs e NO-PCBs em 500 uL de tolueno.

5.1.2 PCDD/Fs e PCBs — Solventes, padrdes e material de referéncia

Os padrées de PCDD/Fs e PCBs foram adquiridos da Cambridge Isotope
Laboratories (Tewksbury, MA, EUA) (Tabela A. 1). Todos os solventes utilizados
foram obtidos a partir da Actu-All Chemicals (Randmeer, Holanda) e foram de grau
PEC (Tabela A. 2).

O material de referéncia certificado SRM1947 (tecido de peixe), obtido da NIST
(Gaithersburg, EUA), e o material de referéncia interno 29950 (6leo de girassol) foram
usados para controle de qualidade de rotina. O Gleo de girassol € fortificado com 0,92
pg TEQ-PCDD/Fs g* de produto, 0,79 pg TEQ-dI-PCBs g™ de produto e 16 ng g™ de
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produto para a soma ndl-PCBs. Amostras do ensaio de proficiéncia de 2015 para
dioxinas e PCBs foram recebidas do Laboratério de Referéncia da Unido Europeia (EU-
RL) (Chemisches und Veterindruntersuchungsamt, Freiburg, Alemanha).

5.1.3 Instrumental de analise

As amostras foram primeiramente analisadas no instrumento GC-HRMS
Autospec da Waters (Manchester, UK) equipado com um cromatografo a gas Agilent
6890 (Santa Clara, EUA), um amostrador automatico PAL Combi da CTC (Zwingen,
Suica) e um injetor com vaporizacdo de temperatura programada (PTV) CIS-3 da
Gerstel (Milheim an der Ruhr, Alemanha) com resfriamento criogénico de CO,.

O sistema APGC-MS/MS contou com um espectrémetro de massas Xevo TQ-S
da Waters (Manchester, UK) equipado com um cromatdgrafo a gas Agilent 6890 (Santa
Clara, EUA), um amostrador automatico PAL Combi da CTC (Zwingen, Suica) e um
PTV CIS-4 com resfriamento UPC (Universal Peltier Cooling) da Gerstel (Mulheim an
der Ruhr, Alemanha).

Algumas amostras em particular contendo interferentes também foram
analisadas por um GC-EI-MS/MS (Agilent (Varian), Santa Clara, EUA) e um GC-
orbtitrap (Thermo Scientific, Waltham Massachusetts, EUA), apenas para MO-PCBs e
ndl-PCBs.

5.1.4 Métodos e condi¢bes do cromatdgrafo a gas

A fim de garantir que ambas as técnicas de detec¢do fossem comparadas no
presente estudo, os métodos de GC, que englobam método de injecdo e programa de
temperatura da coluna, foram mantidos os mesmos para 0 GC-HRMS e o APGC-
MS/MS. Colunas capilares iguais de silica fundida DB-5MS (60 m x 0,25 mm x 0,25
um) da Agilent J&W (Folson, EUA) foram utilizadas, e géas hélio (pureza 6,0) como gas
transportador a fluxo constante de 1,2 mL min™.

No instrumento APGC-MS/MS, a temperatura de interface foi fixada em 350
°C, adequada para obter boa separacdo entre 0s congéneres estudados quando injetadas
solucBes-padrdo. Porém, nas andlises de amostras reais houve formacdo de cauda nos
picos cromatogréaficos de compostos com faixa de ebulicdo mais elevada, implicando
em elevados limites de quantificacdo. A temperatura da interface foi entdo aumentada
para 375 °C.
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5.1.5 Meétodos e condicdes do espectrémetro de massas

O método GC-HRMS é baseado no método EPA 1613 [55], usa uma resolucdo
de 10000 a 10% da altura do pico e € calibrado antes de cada sequéncia (item 2.6.2). O
método APGC-MS/MS operou em modo de monitoramento multiplo de reacdo (MRM).
Os ions moleculares selecionados foram os mesmos para o teste, sendo alterado apenas
0 OCDF para 0 APGC-MS/MS cujo sinal-ruido foi elevado nesta faixa. As massas
ajustadas para os congéneres de PCDD/Fs e NO-PCBs encontram-se descritas na Tabela
A. 8, e para 0s MO-PCBs e ndI-PCBs na Tabela A. 9.

De acordo com o método EPA 1613 [55], a escolha dos fragmentos de ions é
baseada na abundéancia teorica calculada a partir da abundéncia isotopica natural.

5.2 Resultados e discussao

52.1 Sensibilidade

A sensibilidade do instrumento e o sinal/ruido sdo parametros essenciais em
analises de PCDD/Fs e PCBs no controle de alimentos, e, portanto, foram alvo inicial
deste projeto.

Nos primeiros testes foram usadas massas nominais (sem casas decimais) dos
ions estabelecidos durantes as transi¢cbes de massa, para aquisicdo pelo método de
maultiplas reacdes (MRM) do APGC-MS/MS. Percebeu-se que a diferenca entre a massa
nominal e a massa exata dos compostos, poderia afetar o sinal de modo significativo,
causando a perda de ions, especialmente para os congéneres mais clorados de PCDD/Fs
e PCBs. Esta diferenca é chamada de defeito de massa. A resolucdo do sistema MS/MS
foi entdo ajustada para 0,75 Da minimizando a perda de ions devido ao defeito de
massa.

Com o ajuste das massas exatas com duas casas decimais, foram injetadas
solugdes-padrdo de PCDDs (TCDD - OCDD, 20 pg na coluna) para avaliar a
sensibilidade da nova técnica.

A Figura 20 mostra o resultado do teste que avaliou a sensibilidade da técnica,
pré-requisito para estas analises. Para o0 TCDD observou-se um aumento de 5% na area
do pico, enquanto que para a dioxina mais clorada, OCDD, houve um aumento de 87%.

Os PCBs nédo foram testados, mas espera-se comportamento semelhante.
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Figura 20: Diferenca na area do pico em relacdo a massa dos congéneres de PCDDs.

A sensibilidade dos congéneres de PCDD/Fs e NO-PCBs foi determinada sob
condic@es reprodutiveis por analise de 8 lotes diferentes de solugdo-padrdo com injecao
de 200 fg na coluna. Para os MO-PCBs e ndI-PCBs foram injetados 40 fg na coluna. Foi
calculado o valor quadratico médio do sinal-ruido (S/N) dos congéneres para avaliar a
sensibilidade das técnicas empregadas.

No APGC-MS/MS, os PCDD/Fs e NO-PCBs obtiveram média de S/N de 390 e
826, respectivamente. Ja 0 GC-HRMS resultou em 124 para os PCDD/Fs e 150 para 0s
NO-PCBs.

Para os congéneres de MO-PCBs e ndI-PCBs, 0s experimentos obtiveram média
de S/N de 753 no APGC-MS/MS, demonstrando elevada sensibilidade a esses ions, na
proporcdo de 11 S/N fg™, contra 4 S/N fg™ obtidos para os NO-PCBs. Retirando-se 0s
valores extremos obtidos para os PCB 189, PCB 153 e PCB 180, a diferenca torna-se
um pouco menor, 8 S/N fg™.

Para 0 GC-HRMS, os MO-PCBs e ndl-PCBs tiveram grande variagdo do S/N
(RSD = 47%), e também foi observada significativa variancia no APGC-MS/MS,
especialmente para os congéneres PCB 189, PCB 153 e PCB 180 (Tabela A. 10).
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De modo geral, a técnica APGC-MS/MS foi mais sensivel de 2 a 10 vezes para
0s PCDD/Fs e NO-PCBs, e 4 a 25 vezes mais sensivel para os MO-PCBs e ndl-PCBs,
em relacdo a técnica GC-HRMS.

Foi testada a estabilidade da resposta e do fator de resposta (RF) na técnica
nova, e comparada com o GC-HRMS. Os valores de resposta e a média do desvio
padrdo relativo da repetibilidade (RSDr) estdo expressos na Tabela A. 11, e o fator de
resposta sequido do RSDr na Tabela A. 12.

A média do RSDr para os MO-PCBs e ndl-PCBs foi de 5,5% para 0 APGC-
MS/MS e 8,6% para 0 GC-HRMS para a resposta, a um nivel de 40 fg na coluna. A
média do RSDr para o RF foi de 3,3% para 0 APGC-MS/MS e 5,0% para 0 GC-HRMS.
Além disso, ndo foram observadas grandes diferencas entre 0s compostos.

Quando se trata da reprodutibilidade, a média do desvio padréo relativo (RSDg)
do S/N para os PCDD/Fs € menor no GC-HRMS (28%) do que no APGC-MS/MS
(65%). Para 0s NO-PCBs 42% no GC-HRMS e 26% no APGC-MS/MS.

Em andlises de rotina, a grande variagdo na razdo S/N é indesejavel, uma vez
que este é usado para determinar os limites de quantificacdo (LQ) nas amostras. Esta
variacdo do S/N observada também nos cromatogramas do APGC-MS/MS foi causada
pela configuracdo padrdo quanto a contagem de ions, usada para reduzir o sinal de
fundo. A contagem de ions determina se os ions detectados sdo registrados como
resposta ou com valor de zero. Como no GC-HRMS o sinal de fundo é estavel, nenhum
limite para o nimero de ions é aplicado.

Para 0 APGC-MS/MS, se fez necessario otimizar e ajustar o limite da contagem
de ions para 3, mantendo-se um baixo sinal de fundo. Com este valor, a razdo S/N foi de
429 (£ 39%), ainda significativamente mais elevada do que no GC-HRMS. Porém o LQ
permaneceu abaixo daquele registrado para GC-HRMS, devido a maior sensibilidade do
APGC-MS/MS.

5.2.2 Linearidade e Faixa Linear
O coeficiente de determinagdo (R?) foi calculado para avaliar a linearidade do
APGC-MS/MS. Para os congéneres de PCDD/Fs, nove pontos de solucdes-padrao
foram injetadas no instrumento (0,2 - 20 pg na coluna) e os resultados obtidos foram de
0,9992 < R? < 0,9999 para 0s compostos afins. A faixa de estudo dos dI-PCBs e ndl-
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PCBs foi de 0,2 - 200 pg na coluna, e resultou em um coeficiente de 0,9993 < R? <
0,9999.

Com os dados de resposta, observou-se que para os MO-PCBs e ndl-PCBs
ocorreu saturagdo no detector no nivel acima de 100 pg na coluna (Tabela A. 11). Nova
injecdo foi feita na faixa de 0,2 - 100 pg na coluna e o coeficiente de determinacao
obtido foi > 0,9993. Os coeficientes de determinacéo calculados para 0 APGC-MS/MS
néo diferem do observado para 0 GC-HRMS de modo geral.

5.2.3 APGC-MS/MS — Desempenho em amostras de referéncia.

O laboratério RIKILT dispde de materiais de referéncia certificados para testes
de e avaliacdo dos procedimentos, que sdo analisados rotineiramente para manutengéo
do desempenho desejado. Tais amostras foram utilizadas para avaliar o desempenho do
APGC-MS/MS em relacdo ao GC-HRMS.

Entre os materiais disponiveis, estd o material de referéncia interno, produzido
pelo proprio RIKILT e testado em estudos interlaboratoriais. Trata-se do material
299520, 6leo de girassol, cujas concentracdes foram descritas no item 5.1.2. Encontra-se
também o material de referéncia certificado SRM 1947 (tecido de peixe). Além disso,
em 2015 foram recebidas pelo RIKILT amostras do ensaio de proficiéncia designadas
pelo Laboratério de Referéncia da Unido Europeia (EU-RL).

Durante as analises de rotina de alimentos por GC-HRMS sdo incluidas
semanalmente, em algumas baterias, amostras de O&leo de girassol fortificadas
ligeiramente acima do limite maximo aceito pela Unido Europeia para 0leos vegetais
(1,25 pg total-TEQ g™ 6leo) [47]. Estas amostras também foram analisadas por APGC-
MS/MS, respeitando-se as mesmas sequéncias, a fim de se testar a reprodutibilidade da
nova técnica. A média dos resultados obtidos em ambos os instrumentos e os valores do
teste t-student e teste-F estdo expressos na Tabela 7.

O teste t-student (o = 0,025) foi utilizado para avaliar a significancia daa média
das concentracGes obtidas por ambas as técnicas. As variancias de ambos 0s metodos
foram comparados pelo teste F (a = 0,05) para todos os congéneres individuais e para 0s
somatérios de TEQ total.

Na Tabela 7 estdo destacados os valores referentes aos congéneres que nao
passaram nos testes t-student e teste-F, quando calculados de forma individual (35

compostos) e os 4 parametros de soma (TEQ e soma de ndI-PCBs). Pode-se afirmar que
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95% dos resultados foram aprovados no teste-t e 54% aprovados no teste-F,
demonstrando que, para estas amostras, as técnicas aqui estudadas sdo comparaveis.

Destacam-se 0s congéneres de PCB 105 e PCB 138, que ndo passaram no teste
t-student, onde a média dos resultados do APGC-MS/MS e do GC-HRMS diferiram em
3,4% para o PCB 105 e 7,6% para o PCB 138.

Os desvios no teste-F para os congéneres individuais de PCDD/Fs e para a soma
total TEQ-PCDD/Fs s&o sistematicamente mais elevados. O valor de preciséo
intermediaria relativa (7,5%), elevado quando comparado com o GC-HRMS (3%),
ainda atende ao limite maximo permitido pela Unido Europeia, que é de 15% [125].

As amostras de racdo animal obtidas do Laboratério de Referéncia da Unido
Europeia (EU-RL) para o ensaio de proficiéncia em 2015 foram analisadas em uma
Unica batelada por ambas as técnicas. Os desvios calculados para 0 APGC-MS/MS
ficaram abaixo de 10%, exceto para os congéneres PCB 138 e PCB 153, que sofreram
maiores desvios.

Na comparagdo dos resultados do material de referéncia certificado SRM1947
(tecido de peixe), os dados obtidos foram semelhantes entre 0 APGC-MS/MS e o GC-
HRMS, novamente diferindo apenas para os PCB 138 e PCB 153. Tal diferenca foi
confirmada pelo Laboratério CART, na Universidade de Liege, Bélgica.

De modo geral, a técnica APGC-MS/MS demonstrou desempenho razoacel
diante do GC-HRMS para andlises de amostras de referéncia, para além da
subestimacdo do PCB 138 e em menor escala, do PCB 153. A precisdo dos dados é um

pouco superior comparada aos dados gerados pelo GC-HRMS.
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Tabela 7: Comparacgédo entre GC-HRMS e APGC-MS/MS em anélises do material de
referéncia interno (PCDD/Fs e dI-PCBs: ng kg™ produto; ndl-PCBs: pg kg™ produto
(12% de umidade)).

APGC HRMS t-test F-test
Média SD Meédia SD n t t limit F Flimit

WHO2005 - PCDD/F-dI-PCBs-TEQ(ub) 188 015 1,79 0,04 11 181 [342 2,98
PCDD/Fs

WHO2005 - PCDD/F-TEQ (ub) 1,03 008 098 003 10 1,85 220 553 3,02
2,3,7,8-TCDF 032 1002 032 002 10 012 209 202 3,02
1,2,3,7,8-PeCDF 032 002 032 001 10 037 209 228 3,02
2,3,4,7,8-PeCDF 033 002 1032 001 10 1,04 216 335 3,02
1,2,3,4,7,8-HxCDF 033 003 032 001 10 087 223 124 3,02
1,2,3,6,7,8-HxCDF 031 002 1032 001 10 0,13 216 365 3,02
2,3,4,6,7,8-HXCDF 030 003 032 002 9 158 220 349 3,02
1,2,3,7,8,9-HxCDF 031 002 1031 002 10 0,17 209 180 3,02
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 041 1011 036 002 10 138 226 225 3,02
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 030 002 032 002 10 191 209 1,29 3,02
OCDF 033 003 032 002 9 060 210 158 3,02
2,3,7,8-TCDD 036 0,09 031 002 10 193 226 245 3,02
1,2,3,7,8-PeCDD 0,30 0,02 1031 001 10 091 209 293 3,02
1,2,3,4,7,8-HxCDD 029 003 029 0,01 10 0,04 218 1491 3,02
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,32 0,04 1032 002 10 0,12 220 /6,10 3,02
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,30 0,02 030 002 10 098 209 154 3,02
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,40 0,12 1036 003 10 098 223 136 3,02
OCDD 084 053 059 010 10 1,47 226 29,1 3,02
dI-PCBs

WHO2005 - dI-PCB-TEQ (ub) 081 003 081 002 11 0,12 2,09 236 2,98
PCB 81 571 022 580 013 11 1,16 209 292 2098
PCB 77 729 042 728 045 11 004 209 114 298
PCB 126 6,24 024 620 016 11 046 209 225 2098
PCB 169 53 017 545 0,16 11 136 2,10 125 298
PCB 123 80,2 353 797 204 11 040 209 299 298
PCB 118 796 484 787 387 11 046 209 156 298
PCB 114 839 442 818 218 11 138 218 410 2,98
PCB 105 811 3,76 77,7 227 11 260 209 275 2,98
PCB 167 746 192 729 198 11 191 210 106 2,98
PCB 156 793 206 780 438 11 0,89 209 451 298
PCB 157 71,7 134 70,7 202 11 128 211 226 298
PCB 189 76,8 1,72 76,2 240 11 066 209 194 298
ndl-PCB

Total ndI-PCB (ub) 16,1 045 166 080 11 146 2,12 (314 298
PCB 28 294 011 29 0411 11 0415 2,09 109 298
PCB 52 243 008 246 013 11 059 209 283 298
PCB 101 250 012 244 0,17 11 095 209 1,78 298
PCB 153 2,38 007 252 020 11 2,17 2,18 862 2,98
PCB 138 290 015 3,14 0,18 11328 209 145 2098
PCB 180 299 008 305 0415 11 125 2,13 339 298
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5.2.4 APGC-MS/MS - Avaliacdo de desempenho em amostras reais

Rotineiramente o laboratorio RIKILT analisa dezenas de amostras nas mais
variadas matrizes e niveis de contaminacdo por PCDD/Fs e PCBs. Amostras reais em
matrizes de alimentos (gordura animal, leite, ovos, figado, 6leos vegetais, peixe e figado
de peixe), alimentos para animais (ingredientes de racdo animal, farinha de peixe e
racdo mineral) e amostras ambientais (argila, solo e aguas residuais) sdo enviadas ao
instituto diariamente.

A faixa de concentracdo nessas amostras pode variar de niveis abaixo do limite
de quantificacdo (<0,05 ppt total-TEQ-PCDD/Fs-dI-PCBs e 0,1 ppb ndl-PCBs) até
valores muito acima dos permitidos pela Unido Europeia para alimentacdo humana e
animal (>100 ppt total-TEQ-PCDD/Fs-dI-PCBs e >500 ppb ndI-PCBs).

Este cenario permitiu que a versatilidade da técnica APGC-MS/MS fosse
avaliada em uma ampla variedade de produtos e niveis, similar ao que ocorre
corriqueiramente para 0 GC-HRMS.

Um grande numero de amostras reais (n>200) foi analisada pela nova técnica
para os testes de seletividade e robustez, respeitando os mesmos critérios estabelecidos
para 0 GC-HRMS. Mantendo-se a igualdade das condicGes para efeito comparativo, 0s
extratos de todas as amostras selecionadas que foram analisados no GC-HRMS,
também seguiam para analise no APGC-MS/MS.

Devido ao enorme volume de dados obtidos para os congéneres individuais e
parametros de soma, os resultados comparativos sdo apresentados na Figura 21 em
forma de graficos que expressam as variacGes, positivas e negativas, do APGC-MS/MS
em relacdo ao GC-HRMS.

As diferencas foram calculadas do seguinte modo: [(resultados do APGC-
MS/MS - resultados do GC-HRMS)/resultados do GC-HRMS]. Devido a variedade de
matrizes estudadas, todas as unidades foram expressas em partes por trilhdo (ppt) para
simplificar a discuss&o.

Os resultados dos congéneres individuais e parametros de soma para PCDD/Fs e
dI-PCBs obtidos no APGC-MS/MS foram préximos aos valores do GC-HRMS. As
diferencas sdo na sua maioria abaixo de 20%, valor que se eleva com a diminugéo das

concentragdes quantificadas. Os calculos foram feitos sobre os valores de upperbound.
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Observou-se que os resultados para os congéneres de ndl-PCBs do APGC-
MS/MS s&o sistematicamente menores em relacdo aos valores do GC-HRMS,
especialmente para os PCB 138 e PCB 153, como ja descrito anteriormente.

Amostras de figado de peixe com niveis elevados de contaminagdo, foram
enviadas para o laboratério CART a fim de avaliar se a tendéncia relatada ocorria
apenas no institudo RIKILT ou devido a ionizagdo branda do instrumento APGC-
MS/MS.

Os resultados enviados pelo CART, ap6s analise em outro equipamento APGC-
MS/MS, foram semelhantes aos encontrados pelo RIKILT, incluindo a subestimacéo
para 0 PCB 138, sob condi¢es iguais de analises em ambos os laboratérios. Isto sugere
que existe uma subestimacdo sistematica para estes valores, de causas ainda
desconhecidas até o presente momento.

O fato que chamou a atencdo foi o comportamento da dioxina mais toxica,
2,3,7,8-TCDD. Enquanto para 0 GC-HRMS, em algumas amostras, 0 nivel estava
abaixo do limite de quantificacdo (LQ), para 0 APGC-MS/MS este congénere foi
detectado e quantificado acima do LQ.

Percebeu-se que havia um background relativo ao TCDD durante as analises por
GC-HRMS, quando foram adicionadas quantidades relativamente mais elevadas do
padréo de clean-up (¥’Cl-2,3,7,8-TCDD). Tal background néo foi quantificado quando
houve menor adicdo de ¥'Cl-2,3,7,8-TCDD. A analise de solucdes de padrées internos
em solventes ndo explicou a resposta obtida para a 2,3,7,8-TCDD, uma vez que ndo foi
detectado o background em solvente. Uma hipbtese levantada é que houve
contaminacdo acidental em determinadas amostras, provocada por algum artefato
utilizado durante o tratamento das mesmas.

Embora identificado, este background existente € muito baixo e ndo afeta a
quantificacdo de niveis proximos aos limites maximos permitidos. Porém, é importante
salientar que tal sinal de fundo € indesejavel e pode resultar em desarmonia quando
niveis totais de dioxina sdo comparados entre APGC-MS/MS e GC-HRMS.
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Figura 21: Comparacédo entre APGC-MS/MS e GC-HRMS, diferenca dos resultados de
A: soma total de PCDD/Fs e PCBs em upperbound; B: total-PCDD/Fs (ub); C: total-
PCBs (ub); e D: total-ndl-PCBs.
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525 Seletividade

Como descrito anteriormente, a presenca indesejavel de interferentes em analises
de PCDD/Fs e PCBs pode levar a erros de quantificacdo caso ndo sejam identificados.
Para isto avaliou-se a seletividade da técnica APGC-MS/MS comparando-se 0s
cromatogramas obtidos das mesmas amostras para ambas as técnicas.

Em algumas amostras de peixe, incluindo o material de referéncia certificado
SRM1947, foram identificados alguns interferentes no cromatograma do padréo interno
marcado *3C para os PCBs (Figura A. 12). Ndo foram observados interferentes para 0s
PCBs nativos. Embora possam prejudicar a quantificacdo dos congéneres, esses
interferentes foram facilmente identificados pelos analistas e ndo afetaram os resultados.

Os mesmos extratos de amostras foram analisados num equipamento alternativo
(GC-EI-MS/MS) e no equipamento APGC-MS/MS do laboratério CART, e todos os
cromatogramas apresentaram a interferéncia identificada. Concluiu-se entdo que a falta
de seletividade parece ndo ser dependente do instrumento em si, mas da metodologia
MS/MS propriamente.

De forma geral, a presenca de interferentes nos cromatogramas pode afetar a
razdo entre os ions moleculares (nativos e marcados) nas duas técnicas testadas, APGC-
MS/MS e GC-EI-MS/MS, ocasionando o descumprimento da legislagdo quanto aos
métodos confirmatdrios [125]. As hipGteses mais provaveis levantadas pelos
pesquisadores que participaram do projeto € que a resolucdo cromatografica precisa ser
ao menos similar em ambas as técnicas (GC-HRMS e APGC-MS/MS) ou que a etapa
de clean-up seja mais eficiente.

Interferentes também foram identificados em niveis de tracos para outros
congéneres, principalmente em gordura animal (Figura A. 13 e Figura A. 14), desta vez
afetando significativamente os valores de quantificacdo em upperbound. Para leite de
vaca, 0 congénere 2,3,4,7,8-PeCDF teve sua concentracio elevada de 0,45 pg g™ para
1,93 pg g™. Levando-se em consideracdo que o fator de toxicidade equivalente (TEF)
[9] para este congénere é igual a 0,3, quando se calculou o valor total TEQ houve um
aumento de 18%, valor significativo quando se compara com o limite maximo
permitido pela Unido Europeia para leite, 5,5 pg TEQ g™ gordura [47].

Diferentemente dos congéneres citados acima, o intereferente encontrado no
ions do 1,2,3,7,8-PeCDD néo afetou sua quantificacdo, uma vez que o sinal foi separado

do analito de interesse.
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Comparando-se com a seletividade do GC-HRMS, em apenas uma amostra o
desempenho do APGC-MS/MS foi melhor do que a técnica padrdo. Nas amostras de
agua residual contendo residuos de pléstico e 6leo, interferentes foram observados nos
padréo interno **C nas analises por APGC-MS/MS, mas n&o foram encontrados para 0s
padrdes nativos (Figura A. 14).

Por fim, pode-se concluir que a seletividade testada do APGC-MS/MS sob as
mesmas condi¢cBes do GC-HRMS é vulneravel aos interferentes, especialmente em
algumas amostras de leite, ovos e gordura animal (bovina, suina, caprina ou ovina),
onde néo foi possivel separar totalmente os interferentes dos compostos alvo.

Notou-se que em alguns tipos de amostra, como as de aguas residuais, obteve-se
cromatogramas mais limpos no APGC-MS/MS, confirmando que ambas as técnicas
possuem seletividades diferentes. Isto confirma que novas pesquisas SA0 necessarias
para identificar esses compostos interferentes a fim de melhorar a seletividade da

técnica APGC-MS/MS e minimizar seus efeitos nos resultados de quantificacéo.

5.3 Concluséao

Este estudo demonstrou que a técnica APGC-MS/MS cumpre com 0s critérios
estabelecidos pela Unido Europeia, através do Regulamento 589/2014 [125], em termos
de exatiddo e desvio padrao relativos, sendo entdo considerada uma boa alternativa para
andlises de rotina de PCDD/Fs e PCBs.

Notou-se significativa melhora na fonte de ionizagdo APCG para o MS/MS, para
a analise de PCDD/Fs e PCBs em amostras de alimentos e ambientais, capaz de detectar
quantidades menores do que o GC-HRMS tem alcancado rotineiramente. Em amostras
de referéncia, 0 APGC-MS/MS obteve, de modo geral, melhor sensibilidade do que o
GC-HRMS.

Contudo, ainda é preciso cautela quando se trata da utilizacdo generalizada do
APGC-MS/MS como técnica padrdo. Isto porque foram observados mais interferentes
nos cromatogramas que potencialmente podem comprometer resultados quantitativos.
Em certos tipos de amostras, as interferéncias encontradas podem afetar severamente o
limite de quantificacdo, especialmente a subestimacdo dos PCB 138 e PCB 153, que
resulta em valores sistematicamente menores quanto ao parametro de soma total dos
ndl-PCBs.
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Além disso, o sinal de fundo na janela de funcdes do 2,3,7,8-TCDD nas analises
por APGC-MS/MS pode contribuir significativamente para niveis menores.
Particularmente nas analises de tendéncia, isto pode resultar em pequenas diferencas
entre os dados gerados pelo APGC-MS/MS e o GC-HRMS.

Embora o APGC-MS/MS seja uma alternativa potencial frente ao GC-HRMS, as
varias divergéncias citadas anteriormente requerem que mais estudos sejam realizados

antes de um uso generalizado.
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7 ANEXO | - FIGURAS

Figura A. 1: Formulas estruturais dos PCDDs.
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Figura A. 2: Formulas estruturais dos PCDFs.
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ANEXOS

Figura A. 3: Formulas estruturais dos dI-PCBs
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Figura A. 4: Formulas estruturais dos ndl-PCBs.
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ANEXOS

Figura A. 5: Figuras ilustrativas das etapas de extracao seguindo o protocolo SMEDES

(Foto: Igor C. Pussente).

(b)

(3]

103



ANEXOS

Figura A. 6: Figuras ilustrativas das etapas de extracdo utilizando o equipamento ASE

350 (Foto: Igor C. Pussente).
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ANEXOS

Figura A. 7: Equipamento GPC utilizado na etapa de clean-up das amostras do projeto

chasco-cinzento (Foto: Igor C. Pussente).

Figura A. 8: Equipamento PowerPrep utilizado na etapa de clean-up em todos os

projetos.
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ANEXO0S

Figura A. 9: Intrumentos GC-HRMS utilizados nas analises de PCDD/Fs e PCBs (Foto:
Igor C. Pussente).
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ANEXO0S

Figura A. 10: Ovo e embrido do chasco-cinzento apresentando anomalias no

desenvolvimento (Foto: Igor C. Pussente).
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ANEXO0S

Figura A. 11. Amostras analisadas de insetos, larvas, embrides e ovos do projeto

chasco-cinzento (Foto: Igor C. Pussente).

Embrides Ovos
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ANEXOS

- FiguraA. 12:

~ Cromatogramas das

- transicdes de **C-PCB e

¥C-PCB do padrido

- interno em diferentes

tipos de amostras de

T peixe (SRM1947 e

figado de peixe).

. APCBS8le77;

B: PCB 126;

114 e 105;

== D:PCB 138, 167, 156 ¢

157;
E: PCB 180 e 189; e
F: PCB 153.
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ANEXOS

~ %% Figura A. 13:

Cromatogramas dos

" interferentes observados

- no APGC-MS/MS e que

" ndo foram observados
> no GC-HRMS:
A: 2,3,4,7,8-PeCDF em
© eite;

B: 1,2,3,7,8-PeCDD em
leite;

C. 23,78-TCDF em
gordura bovina;

D: 23,78-TCDD em
gordura bovina;

E: PCB77 e PCB 81 em
0V0s;

F: HXCDFs em gordura
de cabra.
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ANEXOS

Figura A. 14:
Cromatogramas dos
interferentes observados
no APGC-MS/MS e que
n&o foram observados no
GC-HRMS:

G: HxCDD em gordura
de ovelha;

H: PCB77 e PCB 81 em
solo;

I, 1,2,3,4,7,8,9-HpcDF
em gordura de ovelha;

E os cromatogramas de
duas transicbes de ions
de PeCDD e **C-PeCDD
de aguas  residuais
contendo residuos de
plastico e 6leos,

J: GC-HRMS e

K: APGC-MS/MS.
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8 ANEXO Il -TABELAS

ANEXOS

Tabela A. 1: Informagdes dos congéneres nativos (**C) e marcados (**C) de PCDD/Fs e

PCBs.
Compostos *C Tempo de Compostos *C Tempo de
Codigo 3C - PCDDIFs retencdo  Codigo PCDD/Fs retencao
EF-999 ¥c-2,3,7,8-TCDF 22,02  EF-909B-5  2,3,7,8-TCDF 22,03
EF-999 3C-1,2,3,7,8-PeCDF 2494  EF-909B-5  1,2,37,8-PeCDF 24,95
EF-999 13C-2,3,4,7,8-PeCDF 25,71  EF-909B-5  2,3,4,7,8-PeCDF 25,72
EF-999 $3¢-1,2,3,4,7,8-HXCDF 28,36  EF-909B-5  1,2,3,4,7,8-HxCDF 28,37
EF-999 $3¢-1,2,3,6,7,8-HXCDF 28,48  EF-909B-5  1,2,3,6,7,8-HXCDF 28,50
EF-999 $3¢-1,2,3,7,8,9-HXCDF 28,48  EF-909B-5  2,3,4,6,7,8-HXCDF 29,11
EF-999 $3¢-1,2,3,7,8,9-HXCDF 30,11  EF-909B-5  1,2,3,7,8,9-HXCDF 30,13
EF-999 ¥¢-1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 32,12  EF-909B-5  1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 32,14
EF-999 $3¢-1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 34,71  EF-909B-5  1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 34,74
EF-999 3c-0CDF 38,84  EF-982 OCDF 38,85
ED-998 $3¢c-2,3,7,8-TCDD 22,46  ED-906B-5  2,3,7,8-TCDD 22,47
ED-998 $¥c-1,2,3,7,8-PeCDD 25,94  ED-906B-5  1,2,3,7,8-PeCDD 25,96
ED-998 $3¢-1,2,3,4,7,8-HxCDD 29,25  ED-906B-5  1,2,3,4,7,8-HxCDD 29,26
ED-998 $3¢-1,2,3,6,7,8-HXCDD 29,36 ED-906B-5  1,2,3,6,7,8-HxCDD 29,38
ED-998 $3¢c-1,2,3,7,8,9-HxCDD 29,69 ED-906B-5  1,2,3,7,8,9-HxCDD 29,70
ED-998 3¢-1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 33,82 ED-906B-5  1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 33,84
ED-998 Bc-ocbD 38,62 ED-980 OCDD 38,65
3C-dI-PCBs dI-PCBs
EC-4187  “c-PCBS1 19,13  EC-4986 PCB 81 19,14
EC-4187  “C-PCB77 1951  EC-4986 PCB 77 19,52
EC-4187  *C-PCB126 22,68  EC-4986 PCB 126 22,69
EC-4187  C-PCB169 25,82  EC-4986 PCB 169 25,84
EC-4188  *C-PCB123 21,56  EC-4987 PCB 123 21,58
EC-4188  C-PCB118 21,70  EC-4987 PCB 118 21,72
EC-4188  '*C-PCB114 22,12  EC-4987 PCB 114 22,13
EC-4188  *C-PCB105 22,72  EC-4987 PCB 105 22,73
EC-4188  *C-PCB167 24,74  EC-4987 PCB 167 24,75
EC-4188  *C-PCB156 25,66  EC-4987 PCB 156 25,67
EC-4188  *C-PCB157 25,85  EC-4987 PCB 157 25,86
EC-4188  *C-PCB189 28,66  EC-4987 PCB 189 28,68
ndI-PCBs ndl-PCBs
EC-4058  *C-PCB028 15,38  EC-5179 PCB 28 15,39
EC-4058  '*C-PCBO052 16,39  EC-5179 PCB 52 16,40
EC-4058  C-PCB101 19,33  EC-5179 PCB 101 19,35
EC-4058  '*C-PCB153 2250 EC-5179 PCB 153 22,51
EC-4058  *C-PCB138 2358  EC-5179 PCB 138 23,59
EC-4058  '*C-PCB180 26,28  EC-5179 PCB 180 26,29
ED-911 Padrao de recuperacdo **C-1,2,3,4-TCDD 22,11
EF-999 Padréo de recuperacado **C-2,3,4,6,7,8-HxCDF 29,10
ED-907 Padréo de clean-up ¥Cl,-2,3,7,8-TCDD 22,47
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ANEXOS

Tabela A. 2: Reagentes utilizados nos procedimentos de extracédo e clean-up.

Reagente Marca Pureza
Hexano Actu- All Chemicals b,v, > 98%
Ciclohexano Actu- All Chemicals b,v, > 99%
Acetato de etila Actu- All Chemicals b,v, > 99%
2-propanol Actu- All Chemicals b,v, > 99%
Acetato de

etila/ciclohexano (1:1)
Tolueno
Etanol

Agua ultrapura

Actu- All Chemicals b,v, > 99%

Actu- All Chemicals b,v, > 99,5%
Sigma-Aldrich > 98%
Obtida através de sistema
- Millipore (Milford, MA,
USA)

Tabela A. 3: Descrigdo das amostras-controle.

Amostras-controle: método SMEDES

A. Branco reagente

B. Branco reagente + 0leo
de girassol

C. Branco reagente + 6leo
de girassol + adigcdo de
padréo nativo

Presenca de todos os solventes e adicdo de padrédo
interno, exceto a presenca da matriz.

Aproximadamente 2,000 g de 6leo de girassol, adi¢do de
padrdo interno e todos os solventes, exceto a presenca da
matriz.

Aproximadamente 2,000 g de 6leo de girassol, adicdo de
padrdo nativo, adicdo de padrdo interno e todos o0s
solventes, exceto a presenga da matriz.

Amostras-controle do método ASE

A, Branco reagente

B, Branco reagente +
o6leo de girassol

C, Branco reagente + 6leo
de girassol + adicdo de
padrdo nativo

8,000 g de terra de diatoméaceas e adicdo de padrdo
interno, exceto a presenca da matriz.

Aproximadamente 2,000 g de éleo de girassol, 5,000 g
de terra de diatoméaceas e adicdo de padrdo interno,
exceto a presenga da matriz.

Aproximadamente 2,000 g de éleo de girassol, 5,000 g
de terra de diatoméaceas, adicdo de padrdo nativo e
adicdo de padrdo interno, exceto a presenca da matriz.
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Tabela A. 4: Limites de quantificacdo (LQ) corrigidos pela recuperacdo e massa da

amostra (pg/g).

Congénere LQ Congénere LQ
2,3,7,8-TCDF 10 PCB81 20
1,2,3,7,8-PeCDF 10 PCB77 100
2,3,4,7,8-PeCDF 10 PCB126 20
1,2,3,4,7,8-HXxCDF 10 PCB169 20
1,2,3,6,7,8-HXCDF 10 PCB123 20
2,3,4,6,7,8-HXCDF 10 PCB118 50
1,2,3,7,8,9-HXCDF 10 PCB114 20
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 10 PCB105 20
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 10 PCB167 20
OCDF 10 PCB156 20
2,3,7,8-TCDD 10 PCB157 20
1,2,3,7,8-PeCDD 10 PCB189 20
1,2,3,4,7,8-HxCDD 10 PCB28 300
1,2,3,6,7,8-HXCDD 10 PCB52 300
1,2,3,7,8,9-HxCDD 10 PCB101 300
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 10 PCB153 300
OCDD 10 PCB138 300

PCB180 300

114



ANEXOS

Tabela A. 5: Concentracdo de PCDD/Fs em solos de algumas cidades brasileiras.

Cidade - Estado (ng I-TEQ kg™)
Cubatdo - SP 11-341
Araraquara - SP 01-1,2
Cantagalo - RJ 0,6-25
Formiga - MG 1,4 - 654
Duque de Caxias - Rj 13 -900
Industrial Areas - RJ 1,1-654
Area Playground - RJ 0,03-1,8
Manaus - AM 0,05-04

Tabela A. 6: Método MS/MS para analises de PCDD/Fs e NO-PCBs.

c ) lon lon lon fon  Tempo de Colisio  Razéo |
omponente quantificacdo filho identificacdo filho espera ofisao kazao lon
m/z m/z m/z m/z s eV

TCB 289,92 219,98 291,92 221,98 60 40 1,534
BB¢c-TcB 301,96 232,02 303,96 234,02 60 40 1,534
TCDF 303,90 240,94 305,90 242,93 40 40 1,020
BCc-TCDF 315,94 251,97 317,94 253,97 40 40 1,020
TCDD 319,90 256,93 321,89 258,93 40 30 1,019
3¢c.TCcbD 331,94 267,97 333,93 269,97 40 30 1,019
$'Cl-TCDD 327,88 262,92 40 30

PeCB 325,88 255,94 327,88 257,94 40 40 3,063
13C-peCB 337,92 267,98 339,92 269,98 40 40 3,063
PeCDF 339,86 276,90 341,86 278,89 40 40 2,039
13C-peCDF 351,90 287,93 353,90 289,93 40 40 2,039
PeCDD 353,86 290,89 355,85 292,89 40 30 0,766
13C-peCDD 365,90 301,93 367,89 303,93 40 30 0,766
HxCB 359,84 289,90 361,84 291,90 40 40 2,045
13C-HxCB 371,88 301,94 373,88 303,94 40 40 2,045
HxCDF 373,82 310,86 375,82 312,85 60 40 1,532
13C-HXCDF 385,86 321,89 387,86 323,89 60 40 1,532
HxCDD 389,82 326,85 391,81 328,85 60 30 1,530
13C-HxCDD 401,86 337,89 403,85 339,89 60 30 1,530
HpCDF 407,78 344,82 409,78 346,82 60 40 1,227
¥C-HpCDF 419,82 355,85 421,82 357,85 60 40 1,227
HpCDD 423,78 360,81 425,77 362,81 60 30 1,226
¥C-HpCDD 435,82 371,85 437,81 373,85 60 30 1,226
OCDF 441,74 378,78 443,74 380,78 60 40 1,023
13c.0OCDF 453,78 389,82 455,78 391,81 60 40 1,023
OCDD 457,74 394,77 459,73 396,77 60 30 1,022
13c.ocbD 469,78 405,81 471,78 407,81 60 30 1,022
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Tabela A. 7: Método MS/MS para analises de MO-PCBs e ndl-PCBs.

c ¢ fon fon fon lon Tempo de Colisio  Razio i
omponente guantificacdo filho identificacdo filho espera olisao azaofion
m/z m/z m/z m/z us eV
TriCB 255,96 186,02 257,96 188,02 30 40 3,061
Bc-TricB 268,00 198,06 270,00 200,06 30 40 3,061
TCB 289,92 219,98 291,92 221,98 50 40 1,534
c-TCcB 301,96 232,02 303,96 234,02 50 40 1,534
PeCB 325.88 255,94 327,88 257,94 40 40 3,063
c-TCB 337,92 267,98 339,92 269,98 40 40 3,063
HxCB 359,84 289,90 361,84 291,90 40 40 2,045
C-PeCD 371,88 301,94 373,88 303,94 40 40 2,045
13C-1234T-CDD 331,94 267,97 333,93 269,97 50 40 1,019
HxCB 359,84 289,90 361,84 291,90 50 40 2,045
B3Cc-HxCB 371,88 301,94 373,88 303,94 50 40 2,045
HpCB 393,80 323,86 395,80 325,86 60 40 1,535
13C-HpCB 405,84 335,90 407,84 337,90 60 40 1,535

Tabela A. 8: Média (+ SD) da razdo S/N para MO-PCBs e ndI-PCBs sob condicdes

reprodutiveis (*ICT: limite de contagem de ions).

Instrumento Autospec APGC

1999 2014 ICT* 30 ICT* 3
Média 42 £ 17 88 + 25 753 + 47 429 + 39
PCB 123 43+ 14 68 + 24 430 + 32 227 +51
PCB 118 44 + 14 70+ 25 425+ 35 222 + 50
PCB 114 48 £ 21 67 + 27 384 £ 35 205 + 49
PCB 105 39+15 63 + 25 415 + 33 202 + 49
PCB 167 46 £ 21 105 + 25 559 + 64 473 + 33
PCB 156 44 + 27 100+ 21 490 + 57 420 + 31
PCB 157 44 + 21 98 + 26 533 + 62 462 + 37
PCB 189 41 + 17 93+ 36 1248 + 57 633 + 37
PCB 28 28 + 16 32+5 257+ 34 234+ 31
PCB 52 48 £ 15 104 + 28 444 + 47 299 + 37
PCB 101 41+21 74 £ 23 480 + 31 272 + 50
PCB 153 46 £ 14 159 + 27 2700 + 46 1061 £ 23
PCB 138 44 + 16 94 + 16 496 + 61 388 £33
PCB 180 36+ 12 99 + 36 1676 £ 59 905 + 37
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Tabela A. 9: Resposta dos instrumentos HRMS e APGC para os dI-PCBs e ndl-PCBs,

com respectivos SD.

Media da resposta (Injecéo: 40fg na coluna)

Instrumento Autospec APGC
1999 2014 ICT* 30 ICT*3

Average 1820 + 8,6 3692+8,1 3163+55 2776+9,8
PCB 123 1855+ 8,2 3308+8,2 290054 2459 +10,7
PCB 118 1936 + 7,6 3616 +6,9 2839+6,5 2408+12,8
PCB 114 2073 £ 12 3495+9,6 2622+6,0 2210+8,6
PCB 105 1746 £ 6,7 3545+10,9 2774+53 2343+10,1
PCB 167 1847 £9,1 3658 +8,6 3096+51 2822+9,1
PCB 156 1712 + 8,8 3691+54 2881+6,4 2618+9,1
PCB 157 1825+ 9,0 3762+6,6 3096 +6,0 2790%115
PCB 189 1627 £ 10,6 3107+£8,4 2711+55 2562+ 10,6
PCB 28 2562 + 8,0 5980+7,2 4048+4,7 3381+133
PCB 52 1756 £ 6,2 4148 5,8 4538+3,9 3897+10,2
PCB 101 1546 + 12,8 3497+79 3004+45 2566 8,6
PCB 153 1883+6,5 3679+12,2 3463+45 3103x75
PCB 138 1669+7,3 3233+114 2858+7,3 2318%6,0
PCB 180 1444 + 7 4 2965+49 3453+59 3394+8,6

Tabela A. 10: Fator de resposta dos instrumentos HRMS e APGC para os dI-PCBs e

ndl-PCBs, com respectivos SD.

Fator de resposta (RF) (Injecdo: 40fg na coluna)

Instrumento Autospec APGC
1999 2014 ICT* 30 ICT*3

Average 0,020 +5,0 - 0020+33 0,020+3,7
PCB 123 0,021 +4,2 - 0020+39 0,020+4,2
PCB 118 0,021 +45 - 0,020+51 0,020+4,9
PCB 114 0,020 +5,1 - 0020+3,0 0,020+4,5
PCB 105 0,020 + 6,6 - 0,020+45 0,020+3,2
PCB 167 0,020+45 - 0020+31 0,020+2,8
PCB 156 0,020 + 6,3 - 0020+35 0,020+£2,9
PCB 157 0,019+438 - 0020+29 0,020+4,5
PCB 189 0,021 £4,2 - 0020+1,7 0,020%3,7
PCB 28 0,019 + 6,7 - 0021+36 0,020+£5,3
PCB 52 0,021 +6,1 - 0021+1,7 0,020+24
PCB 101 0,021 £5,2 - 0020+39 0,020+2,3
PCB 153 0,021+ 4,6 - 0021+34 0,020+4,2
PCB 138 0,021 + 3,9 - 0019+34 0,020+4,1
PCB 180 0,020 + 3,6 - 0021+25 0,020+2,8
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Tabela A. 11: Linearidade para PCDD/Fs e PCBs no equipamento APGC-MS/MS.

ANEXOS

Fator de Resposta dos padrdes individuais

PCDD/Fs - NO-PCBs
MO-PCBs - ndIl-PCBs

0,002 0,005 0,010 0,020 0,050 0,100 0,200 1,000 2,000
0,100 0,250 0,500 1,000 2,500 5,000 10,00 50,00 100,0

Parametro  RF RF RF RF RF RF RF RF RF R?
2,3,7,8-TCDF 0,02 006 011 0,22 0,59 1,2 2,4 - - 0,9996
1,2,3,7,8-PeCDF 0,02 006 011 0,22 0,56 11 2,3 - - 0,9999
2,3,4,7,8-PeCDF 003 006 011 0,23 0,60 1,2 2,4 - - 0,9995
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,02 005 0,10 0,22 0,54 11 2,2 - - 0,9999
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,02 006 011 0,22 0,56 11 2,3 - - 0,9999
2,3,4,6,7,8-HxCDF 002 005 010 0,21 0,52 11 2,1 - - 0,9992
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,02 005 0,10 0,20 0,51 1,0 2,1 - - 0,9999
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,02 005 010 0,20 0,52 1,0 2,1 - - 0,9999
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,02 006 011 0,22 0,56 1,1 2,3 - - 0,9999
OCDF 0,02 00 0,10 0,21 0,51 11 2,0 - - 0,9994
2,3,7,8-TCDD 0,02 006 010 0,23 0,58 11 2,3 - - 0,9998
1,2,3,7,8-PeCDD 0,02 005 010 0,21 0,54 1,1 2,2 - - 0,9999
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,02 00 0,11 0,23 0,56 1,2 2,3 - - 0,9998
1,2,3,6,7,8-HxCDD 002 005 010 0,20 0,51 11 2,1 - - 0,9996
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,02 005 010 0,21 0,54 1,1 2,2 - - 0,9999
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,02 005 010 0,20 0,54 11 2,2 - - 0,9999
OCDD 002 005 0,11 0,22 0,55 11 2,1 - - 0,9996
PCB 81 0,02 0,07 013 0,27 0,66 1,3 2,6 11 23 0,9998
PCB 77 0,02 007 0,12 0,26 0,63 1,2 2,4 10 20 0,9995
PCB 126 002 006 009 020 048 0,88 1,7 7,7 16 0,9994
PCB 169 0,02 006 011 0,26 0,55 11 2,2 10 20 0,9999
PCB 123 005 014 0,24 0,53 1,3 2,7 5,2 24 37 0,9995
PCB 118 0,06 014 0,26 0,54 1,4 2,7 5,4 24 38 0,9993
PCB 114 0,05 0,13 0,24 0,50 1,3 2,6 51 23 39 0,9996
PCB 105 005 013 0,24 0,50 1,3 2,6 51 23 38 0,9995
PCB 167 0,06 014 0,25 0,55 1,4 2,7 5,4 25 42 0,9996
PCB 156 0,06 0,15 0,26 0,56 1,4 2,8 5,5 26 44 0,9997
PCB 157 0,06 014 0,25 0,54 1,3 2,7 5,3 24 41 0,9995
PCB 189 0,06 014 0,26 0,53 1,3 2,7 5,4 25 44 0,9996
PCB 28 0,05 0,12 0,22 0,46 1,2 2,4 4,6 22 24 0,9997
PCB 52 005 0,12 0,21 0,45 11 2,2 4,3 20 29 0,9998
PCB 101 005 0,12 0,21 0,45 11 2,3 4,5 21 32 0,9996
PCB 153 0,05 0,13 0,22 0,50 1,2 2,5 4,8 23 36 0,9998
PCB 138 005 0,12 0,21 0,46 11 2,3 4,5 21 33 0,9997
PCB 180 005 0,12 0,22 0,46 1,2 2,3 4,5 21 37 0,9998
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ANEXOS

Antes do processamento dos dados, os tempos de retencdo de todos os

compostos de interesse sao verificados e, se necessario, ha a modificacdo do método de

processamento. Ap6s o processamento dos dados, cada resultado é verificado

manualmente para a integragao correta.

Para calibrar o espectrdmetro de massas por dilui¢do isotopica, sdo usadas duas

curvas de calibracéo, referentes a fracdo A (volume de injecdo: 2 pL no injetor splitless
- Tabela A. 12) e a fracdo B (volume de injecdo: 100 pL no injetor PTV - Tabela A. 13).

Tabela A. 12 Curva de calibracdo referente a fragdo A contendo PCBs-MO e PCBs

indicadores, para injecdo no modo splitless (volume 2 uL).

Pontosda  Volume de *C Volume de **C Volume de Vol. Concentragéo
curva de padréo nativo padréo interno padréo de final PCBs-MO e PCBs
calibragéo (uL) (uL) recuperacéo (uL) indicadores
(uL) (Pg/pL)

i 400 MOPIP-0,25 40 **C-MOPIP-1 50 TCDD-RS-I111 1000 0,100

2 100 MOPIP-2,5 40 3C-MOPIP-1 50 TCDD-RS-111 1000 0,250

3 200 MOPIP-2,5 40 °C-MOPIP-1 50 TCDD-RS-I111 1000 0,500

4 400 MOPIP-25 40 ®C-MOPIP-1 50 TCDD-RS-IIl 1000 1,000

S 100 MOPIP-25 40 °C-MOPIP-1 50 TCDD-RS-I111 1000 2,500

6 200 MOPIP-25 40 3C-MOPIP-1 50 TCDD-RS-111 1000 5,000

7 400 MOPIP-25 40 °C-MOPIP-1 50 TCDD-RS-I111 1000 10,00

8 100 MOPIP-500 40 3C-MOPIP-1 50 TCDD-RS-111 1000 50,00

9 100 MOPIP-500 40 3C-MOPIP-1 50 TCDD-RS-I111 1000 100,0

Todas os pontos da curva de calibracdo referentes a fracdo A para injecéo de 2,0

UL no modo splitless possuem solucdes contendo 2,0 pg/UL de padrdo interno **C

marcado, 5,0 pg/pL de padrdo de recuperacdo *C-1,2,3,4-TCDD, e dos padrdes nativos
2C PCBs-MO e PCBs indicadores nas concentracdes: 0,100; 0,250; 0,500; 1,000;
2,500; 5,000; 10,00; 50,00 e 100,0 pg/uL.
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Tabela A. 13: Curva de calibracdo referente a fracdo B contendo PCDDs, PCDFs e
PCBs-NO, para injecdo no modo PTV de grande volume (100 pL).

Pontos da Volume de Volume de Volumede  Volumede Vol. Concentragdo Concentracao
curva de 12C padrao 13C padrao padrdode  padrdode final PCDD/Fs NO-PCBs
calibracdo  nativo (uL) interno (uL) recuperacao clean-up  (mL) (pg/uL) (pg/uL)
(uL) (ML)

1 50 100 100 100 50 0,002 0,002
DIOXNOP-1  C-DIOXNOP DIOX-RS-100 CS-50

2 125 100 100 100 50 0,005 0,005
DIOXNOP-1 3C-DIOXNOP DIOX-RS-100 CS-50

3 250 100 100 100 50 0,010 0,010
DIOXNOP-1  *C-DIOXNOP DIOX-RS-100 CS-50

4 500 100 100 100 50 0,020 0,020
DIOXNOP-1  C-DIOXNOP DIOX-RS-100 CS-50

5 125 100 100 100 50 0,050 0,050
DIOXNOP B3C-DIOXNOP DIOX-RS-100 CS-50

6 250 100 100 100 50 0,100 0,100
DIOXNOP 3C-DIOXNOP DIOX-RS-100 CS-50

7 500 100 100 100 50 0,200 0,200
DIOXNOP 13C-DIOXNOP DIOX-RS-100 CS-50

8 100 100 100 100 50 - 1,000
NOP-500 13C-DIOXNOP DIOX-RS-100 CS-50

9 200 100 100 100 50 - 2,000
NOP-500 13C-DIOXNOP DIOX-RS-100 CS-50

Todas os pontos da curva de calibracdo referentes a fracdo B para injecdo de

100,0 pL no modo PTV possuem soluces contendo 0,100 pg/pL de padrdo interno *C
marcado, 0,100 pg/pL de padrdo de clean-up *'Cl,-2,3,7,8-TCDD e 0,200 pg/pL de
padréo de recuperagdo *C-1,2,3,4-TCDD e *C-2,3,4,6,7,8-HXCDF, Os pontos de 1 a 7
da curva, contém 0,200; 0,500; 0,010; 0,020; 0,050; 0,100 e 0,200 pg/uL dos
congéneres nativos de dioxinas e PCBs néo-orto. Os pontos 8 e 9 da curva de calibragédo

contém apenas PCBs ndo-orto nas concentracfes 1,000 pg/uL e 2,000 pg/uL,

respectivamente.

Caélculo do fator de resposta relativa (RRF) para os compostos nativos:

Onde,

RRF( =

An X Qpy

Qn X Ap;

An: resposta (m/z de um dos ions) dos compostos nativos,

Qn: quantidade do composto nativo pg/pL,

Ap|: resposta (m/z de um dos ions) do padrdo interno correspondente,

120



ANEXOS

Qpi: quantidade do padrdo interno pg/uL.
Célculo do fator de resposta relativa (RRF) para os padr@es internos:

Ap; X Qpg

RRE pp = ——
D™ Qpr X Apg

Onde,
Ap: resposta (m/z de um dos ions) do padréo interno correspondente,

Qpi: quantidade do padrdo interno pg/uL,
Apg: resposta (m/z de um dos ions) do padrdo de recuperacao,
Qpr: quantidade do padrao de recuperacédo pg/pL.
Consequentemente, a média do RRF de todos os pontos da curva de calibracéo

para 0s nativos pode ser calculada como:

m
I 1
RRFny = — X Z RRF; (n)
i=1
Onde,
m: nimero de padr@es (niveis de concentracao);
n: congénere nativo;

i: nivel de calibracao.

Pode-se calcular também a média do RRF para os compostos marcados *3C,

m
RRFy, = %XZRRFL- 0
i=1

Onde,
m: nimero de padr@es (niveis de concentracao);
|l congénere marcado *C;
i: nivel de calibracao.

O congénere nativo 2,3,4,6,7,8-HXCDF ndo possui um composto analogo
marcado **C, portanto este é quantificado baseado no padréo interno **C-1,2,3,6,7,8-
HxCDF.

A concentracdo do composto de interesse pode ser calculada por:

Ay X Qp;
C, = ———————
API X RRF(n)
Onde,

C: quantidade do congénere de interesse em ng/Kg;

Ay: resposta (m/z de um dos ions) do congénere nativo presente no extrato da amostra;
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Apy: resposta (m/z de um dos fons) correspondente ao padréo interno marcado **C no
extrato da amostra;
Qpi: concentracdo do padréo interno adicionado (pg/uL);
RRFy): fator de resposta relativo.
» TEQ: Toxicidade Equivalente

Uma vez calculada as concentragdes das dioxinas, furanos e PCBs presente na
amostra, é recalculado o TEQ multiplicando-se os valores de concentragdo encontrados

para cada congénere e seu respectivo TEF.
29

TEQwg/g) = Z(TEF)l- X (concentragao);

=1
Onde,
TEQ(pyig): Toxicidade Equivalente;
TEF;: valor de TEF correspondente a cada congénere;

Concentracéo: concentracdo encontrada para o congénere (pg/g),

Caélculo de recuperacao do padrao interno (Ro):

Ap; X
Ry, = P X0rr___ 109
Qpr X Apr X RRF(m)

Onde,

Apy: resposta (m/z de um dos fons) correspondente ao padréo interno marcado **C no
extrato da amostra;

Qpi: concentracdo do padrao interno adicionado (pg/uL);

Apg: resposta (m/z de um dos ions) do padrédo de recuperacdo da amostra,

Qpr: quantidade do padrao de recuperagéo (pg/pL).

Observacdo: Para a fragdo A, usa-se como padrdo de recuperacdo o congénere marcado
13C-1,2,3,4-TCDD, Para a fracdo B, 0s congéneres presentes nas funcdes 1, 2 e 3
utilizam o padrdo de recuperacdo '*C-1,2,3,4-TCDD, 0s congéneres presentes nas
funcdes 4, 5 e 6 utilizam o padrao de recuperagdo *C-2,3,4,6,7,8-HXCDF.
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I. TUNNING DO HRMS

Antes de cada sequéncia de injecdo dos extratos das amostras, o equipamento
passa por um processo de tunning, realizado através do ajuste das lentes por onde
percorre o feixe de ions, de modo a equilibrar o perfil do pico monitorado e manter a
resolucdo acima de 10000 (vale de 10 %). Para isto foi utilizado o g&s PFK (Perfluor-
kerosene) que, ao ser injetado diretamente no espectrometro de massas, disponibiliza
diferentes valores de massas, gerando picos de referéncia, onde uma razdo m/z €
selecionada para 0 monitoramento durante o tunning. Esta massa de monitoramento,
chamada lock mass, pode ser escolhida arbitrariamente e programada no equipamento,
desde que esteja entre o menor e maior valor de massas de todos os congéneres
analisados. A razdo m/z mais recomendada é 304,9824 [51].

Durante todo o processo, a resolu¢do minima do equipamento deve permanecer
acima de 10000 e o desvio entre a razdo exata m/z e o valor tedrico de m/z para cada
massa monitorada deve ser inferior a 5 ppm. Na Tabela A. 14 estdo as faixas de razao
m/z dos congéneres de dioxinas e dI-PCBs-NO, enquanto na Tabela A. 15 se encontram
as razbes m/z dos dI-PCBs-MO e os ndl-PCBs, divididos em fungdes, com o0s

respectivos valores de lock mass (m/z) adequados provenientes do PFK.

Tabela A. 14: Faixa da razdo m/z dos congéneres de PCDD/Fs e PCBs-NO e o valor de

lock mass (m/z) respectivo a cada funcdo.

Grupo de Faixa de m/z dos congéneres | ock mass

fungges * Minima Méxima (m/z)

1 289,9224 303,9597 292,9825
2 303,9016 337,9207 316,9824
3 339,8597 371,8817 366,9792
4 373,8208 403,8529 380,9760
5 407,7818 437,8140 430,9729
6 441,7428 471,7750 454,9728

®Funcdo: corresponde a faixa de massas que compreende um grupo de congéneres.
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Tabela A. 15: Faixa da razdo m/z dos congéneres de PCBs-MO e PCBs indicadores, € 0

valor de lock mass (m/z) respectivo a cada funcéo.

Grupo de Faixa de m/z dos congéneres | gck mass

Funcdes Minima Maxima (m/2)

1 255,9613 269,9986 268,9824
2 289,9224 303,9597 292,9824
3 325,8804 373,8788 330,9792
4 331,9368 373,8788 342,9792
5 392,9760 407,8398 392,9760

Il. VERIFICANDO AS CONFIGURAGOES DO INSTRUMENTO
Injeta-se 2 uL de solucdo padrdo de concentragdo no nivel médio da curva de
calibracdo e verifica-se os formatos dos picos e os tempos de retencdo de todos os

congéneres da fracdo A e fracdo B.

I1l. VERIFICANDO A SEPARAGAO NO SISTEMA GC

- Separacdo entre dioxinas/furanos e PCBs-NO.

Em uma coluna ndo-polar, a altura do vale para a separacdo dos compostos de
13C-1,2,3,4,7,8-HXCDF e **C-1,2,3,6,7,8-HxCDF deve ser < 25 %, Estas s30 exigéncias
do método EPA 1613 [49] e o regulamento (CE) n° 152/2009 da Unido Europeia [139].

- Separacdo entre PCBs-MO e PCBs indicadores.

Em uma coluna ndo-polar, a altura do vale para a separacdo dos compostos
3C-PCB-123 e "*C-PCB-118, **C-PCB-156 e **C-PCB-157 deve ser < 25%, Estas s40

exigéncias apenas para as dioxinas do método EPA 1613 [49].
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