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RESUMO

Souza, M. C. O. Determinacdo de eteres de difenilas polibromados (PBDES) em
alimentos comercializados no Brasil empregando microextracdo em sorvente
empacotado (MEPS) e estimativa da ingestdo diaria, 2019. 109 f. Tese (Doutorado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Séo Paulo, Ribeirdo
Preto, 2019.

Eteres de difenilas polibromadas (PBDEs) sdo compostos classificados com retardantes de
chama e sdo poluentes organicos persistentes. Estes compostos sdo utilizados em diversos
produtos para aumentar a resisténcia ao fogo e a altas temperaturas. Os potenciais efeitos a
salde humana, apos exposi¢cdo aos PBDESs tém se tornado uma grande preocupacéo devido ao
aumento das concentracdes de PBDE no ambiente. A dieta é considerada a mais importante
fonte de exposicdo aos PBDEs, e as amostras de alimentos devem ser monitoradas para
verificar 0s niveis de contaminacdo. No entanto, a determinacdo rotineira desses
contaminantes em amostras complexas, como os alimentos, requer um método simples, rapido
e com sensibilidade compativel com as baixas concentra¢fes encontradas. Diante do exposto,
este estudo propdem um novo método combinando microextragdo em sorvente empacotado
(MEPS) e cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de massas para determinacdo de 7
congéneres de PBDEs (BDE-28, BDE-47, BDE-99, BDE-100, BDE-153, BDE-154, e BDE-
183) em amostras de alimentos de origem animal e com alto teor lipidico, incluindo ovo,
peixe, frutos do mar, e leite. O método proposto apresenta as eguintes vantagens: (i)- Reduz a
quantidade de amostra requerida nas analises (50 e 100 mg de amostra liofilizada); (ii)- Reduz
0 consumo de solvente; (iii)- Melhora os limites de detecdo (0,42 ng/g de lipidio para ovo,
0,27 ng/g de peixe fresco, e 0,26 ng/g de leite fresco), e IV- Apresenta excelente
reprodutibilidade e repetibilidade, altos valores de recuperacdo sem de efeito matriz. Apds a
etapa de validacdo analitica, 0 método foi aplicado em 123 amostras das diversas matrizes em
estudo. O BDE-47 foi 0 congénere que apresentou maior porcentagem de deteccdo entre todos
0s PBDEs analisados. O somatorio das médias das concentragdes (Y pgpes) de todos os
congéneres analisados foi de 18,1 ng/g de lipidio para as amostras de ovos, 26,4 ng/g de peixe
fresco, 25,6 ng/g de frutos do mar fresco, e 39,9 ng/g de leite fresco. As concentracdes
encontradas neste estudo foram maiores que os encontrados em paises Europeus e Estados
Unidos. Baseado nisto, este estudo sugere que as altas concentra¢fes encontradas podem ser
justificadas pela auséncia de legislacdo no Brasil quanto ao uso de PBDEs e quantidade
méaxima permitida em alimentos e amostras ambientais. A partir dos resultados obtidos das
concentracOes de PBDEs nas amostras e do consumo médio do alimento no pais, estimou-se a
ingestdo diaria (IDE) de PBDEs da populacdo brasileira, e o IDE total foi de 31,9 ng/Kg de
peso corporeo — dia, e com base nos valores de dose de referéncia (BDE-47, BDE-99 e BDE-
153) estimou-se o0 hazard index (HI), com valor de 0,356. A IDE apresentou altos valores em
relacdo a outros estudos descritos na literatura, e HI com valor menor que 1. Os resultados
sugerem que o risco cumulativo de exposicdo aos PBDEs pode estar subestimado, uma vez
que apenas trés congéneres de PBDES e apenas quatro tipos de alimentos foram incluidos no
calculo, necessitando de uma avaliacdo de risco mais detalhada para estimar o potencial risco
a saude dos brasileiros.

Palavras-chave: éteres de difenilas polibromadas, microextracdo em sorvente empacotado,
alimentos, estimativa da ingestdo diaria, poluentes organicos persistentes.
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1. Introducéo

1.1 Contaminantes emergentes e poluentes organicos persistentes

O réapido crescimento e desenvolvimento industrial e a intensa atividade humana
promoveram um aumento na producdo de diversos produtos e bens de consumo,
expondo o0 meio ambiente e a populacdo em geral a uma nova categoria de
contaminantes, denominados contaminantes emergentes. Esses compostos pertencem a
diversas classes quimicas, sdo tipicamente detectados em baixas concentracdes, e
muitos dos efeitos, tanto em humanos quanto no ambiente, ainda sdo pouco conhecidos.
Dentre os contaminantes emergentes se destacam, retardantes de chama, produtos
farmacéuticos, nanoparticulas, plastificantes, tensoativos, praguicidas, produtos de
cuidado pessoal, e alguns compostos quimicos de origem industrial que ndo eram
monitorados e/ou detectados (Matamoros et al., 2012; US. EPA, 2014; Bai et al., 2018)

A United States Geological Survey (USGS) define um contaminante emergente
como qualquer substancia quimica sintética ou naturail, ou ainda microrganismos, que
ndo sdo comumente monitorados no ambiente, mas que possuem a capacidade de
contamin&-lo e causar riscos a salde humana e ao ecossistema (USGS, 2014).

Alguns dos contaminantes emergentes apresentam propriedades especificas
como alta estabilidade, transporte de longo alcance e distribuicdo em todos os
compartimentos ambientais, alta solubilidade em lipideos, podendo bioacumular em
animais, principalmente em espécies pertencentes ao topo da cadeia alimentar. Esse
grupo de compostos quimicos é classificado como poluentes orgéanicos persistentes

(POPs) (Mortimer, 2013; Xu et al., 2013; Omar et al., 2018; Wit et al., 2019).
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1.2 Eteres de difenilas polibromadas (PBDES)

Os compostos classificados como retardantes de chama sao utilizados como uma
medida de seguranca na prevencdo de incéndios, inibindo o processo de combustdo e
reduzindo os riscos e danos provocados por estes. Sua aplicacdo ocorre principalmente
nas industrias de eletroeletrénicos, téxtil, automobilistica e construgdo civil, em
materiais como madeira, plasticos, papéis, utensilios de cozinha, carpetes e roupas
(Angioni et al, 2013; Cruz et al., 2017; Annunciacao et al., 2018; Fromme, 2018).

Atualmente, existem mais de 175 substancias quimicas classificadas como
retardantes de chama. Dentre eles, os compostos halogenados bromados sdo utilizados
em numerosos produtos durante décadas, e representam um consumo de
aproximadamente 20% do uso do total de retardantes de chama. Os éteres de difenilas
polibromadas (PBDEs) é um grande grupo pertencente aos retardantes de chama
bromados, e sua ampla utilizacdo é devido ao baixo custo e alta eficiéncia contra a
propagacdo da chama (Krol et al., 2012; Frol, 2013; Fromme, 2018).

Os PBDEs séo uma classe de substancias quimicas com 209 possibilidades de
congéneres teoricos, que diferem de acordo com o numero de atomos de bromo (2 a 10
atomos) e de seus padrdes de substituicdo em dois anéis aromaticos ligados por um
atomo de oxigénio, no entanto apenas alguns congéneres sao estaveis e comercialmente
relevantes. Sdo 10 grupos homdlogos de PBDES contendo um ou mais congéneres em
cada grupo, baseado no numero de substituinte bromo (Figura 1) (EFSA, 2011; Cruz et

al., 2017; Annunciacdo et al., 2018; Fromme, 2018).

O

Figura 1: Estrutura quimica geral dos éteres de bifenilas polibromadas (US. EPA, 2009).
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De acordo com a estrutura quimica e com suas propriedades fisico-quimicas, 0s
PBDEs apresentam baixa pressdao de vapor, sdo compostos hidrofébicos, e persistentes
no ambiente, devido, principalmente, ao elevado coeficiente de particdo octanol/agua
(valores de logK.y entre 59 a 10), e classificados como poluentes organicos
persistentes. Os congéneres de baixo peso molecular, tri a hexa-BDE, sdo 0s mais
importantes do ponto de vista toxicologico (Yan et al., 2010; Krol et al., 2012; Cruz et
al., 2017; Pietron e Malagocki, 2017; Annunciagéo et al., 2018; Fromme, 2018; Giulivo
etal., 2018).

Os PBDEs s&o comercialmente produzidos como misturas em trés diferentes
formulagdes. A formulacdo comercial éter de difenila penta-bromada (penta-BDE), na
maioria das vezes contém 0s congéneres penta e tetra-BDE, e a formulacdo éter de
difenila octa-bromada (octa-BDE) contém os congéneres hepta e octa-BDE. J& a éter de
difenila deca-bromada (deca-BDE) é formada pelos congéneres deca-BDE e alguns
congéneres nona-BDE e octa-BDE. . Nas Ultimas décadas, os PBDEs vém atraindo cada
vez mais atencdo das comunidades cientificas e agéncias reguladoras de diversos paises.
Os Estados Unidos e paises da Unido Européia proibiram a producdo, comercializacéo e
importacdo de formulagdes penta-BDE e octa-BDE, desde 2004. A mistura comercial
de deca-BDE € ainda produzida e utilizada nos Estados Unidos, e nos paises europeus

apresenta apenas aplicacéo restrita (UNEP, 2009; US. EPA, 2011).

1.3 Exposi¢do humana aos PBDEs e toxicidade

A avaliacédo da concentracdo de PBDEs em matrizes ambientais e nos alimentos
é utilizada para diagnosticar potenciais fontes de exposicdo a estas substancias e o

biomonitoramento humano, através da andlise de marcadores de dose interna, como
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leite materno, sangue e cabelo, traz informagdes dos niveis de exposicdo das popula¢des
em geral (Ni et al., 2013; Annunciacéo et al., 2018).

A exposicdo aos PBDEs pode ocorrer no ambiente de trabalho tais como em
indUstrias de produtos plasticos, papeéis, madeira e utensilios domésticos, através da
exposicdo por meio da dieta, ingestdo e inalagdo da poeira interna e do ar interior,
absorcdo dérmica, e também por meio de efluentes contaminados pelo descarte
inadequado. Entre estes, as rotas dietéticas desempenham um papel considerével na
exposicdo humana em geral, especialmente através de alimentos de origem animal ricos
em lipideos, como peixes, frutos do mar, carnes, ovos, leite e seus derivados. (Ni et al.,
2013; Covaci e Marlavannan, 2015; Cruz et al., 2017; Pietron e Malagocki, 2017;
Annunciacéo et al., 2018; Giulivo et al., 2018).

N&o ha relatos na literatura de valores de Limite M&ximo de Residuo (LMR)
para PBDESs e seus metabdlitos em alimentos. De acordo com dados publicados pela
European Food Safety Authority (EFSA), em 2011, observou-se NOAEL equivalente a
0,45 mg/Kg de peso corporeo/dia, e LOAEL equivalente a 0,8 mg/Kg de peso
corpéreo/dia baseado em estudos com ratos expostos de forma neonatal ao Penta-BDE,
durante 30 dias, considerando absorcdo de 90% e com base nos efeitos no
desenvolvimento neuroldgico.

Em 2004 a Agéncia para Registro de Substancias Téxicas e Doencas (ATSDR)
emitiu, para o Penta-BDE, um Nivel de Minimo Risco (NMR) de 0,03 mg/Kg de peso
corporeo/dia, para exposicdo oral aguda (1 a 14 dias); e 0,007 mg/Kg de peso
corporeo/dia, para exposicdo oral de duragcdo intermedidria (>14 a 364 dias).
Considerando um individuo de 70 kg, o NMR para exposicdo oral aguda e de duracao

intermediaria € de 2,1 mg/dia e 0,49 mg/dia, respectivamente. O NMR ¢ calculado pela
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razdo entre 0 NOAEL e o fator de incerteza/segurancga (FS) da substancia de interesse
(EFSA, 2011).

De acordo com a European Food Safety Authority (EFSA), a ingestdo diaria
estimada (IDE) de PBDEs através da dieta é de 1,2 ng/Kg de peso corporeo por dia na
Alemanha, 1,1 ng/Kg — dia na Espanha, e 0,2 ng/Kg — dia na Franca (EFSA, 2011). Na
populacdo dos Estados Unidos o IDE é 0.6 ng/Kg de peso corpdreo - dia, de acordo com
a Environmental Protection Agency (EPA) (Pietron e Malagocki, 2017).

O consumo de alimentos ricos em lipideos e aqueles provenientes de fontes
contaminadas representam uma forma importante de exposicdo aos PBDEs. As
comparagdes entre diferentes localidades devem ser feitas com cautela devido a
variacdo entre os congéneres usados para calcular Y pgpes € 0S diferentes produtos
alimenticios usados no consumo alimentar da populacdo em estudo (US. EPA, 2009;
Johnson-Restrepo e Kannan, 2009; EFSA, 2011; Domingo, 2012; Ni et al., 2013;
Covaci e Marlavannan, 2015; Pietron e Malagocki, 2017).

No Brasil, os dados sobre exposicdo aos PBDESs ainda sdo escassos ou ausentes.
A exposi¢cdo humana aos PBDEs tem sido motivo de grande preocupacao, ja que ha
evidéncias recentes de que esses compostos causam potenciais efeitos adversos a saude,
principalmente hepatotoxicidade, neurotoxicidade, embriotoxicidade, e desregulagdes
enddcrinas e imunoldgicas. A exposicdo aos PBDEs pode afetar as células cerebrais
fetais humanas, os padrdes comportamentais em criancas e causar diminuicdes
significativas da fecundidade em mulheres (Rahman et al., 2001; Costa et al., 2008;
Pestana, 2008; US. EPA, 2011; He et al., 2008; Shao et al., 2008; Hu et al., 2010).

Os PBDEs sao potenciais desreguladores endocrinos atuando como antagonistas
e agonistas dos receptores de andrdgeno, progesterona e estrogeno. A diminuicdo dos

niveis séricos de tiroxina (horménio T4) foi observada em animais expostos a 3 mg/Kg
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de peso corpdreo por dia de penta-BDE. Os efeitos dos PBDEs sobre 0os hormonios
tireoidianos sdo atribuidos as alterag¢des no transporte, inducéo de enzimas responsaveis
pela metabolizacdo e por agdo direta nos receptores. Os metabdlitos hidroxilados dos
PBDEs apresentam maior afinidade as proteinas transportadoras e aos receptores destes
hormonios, devido ao fato de que PBDES, com quatro a seis &tomos de bromo, podem

formar metabolitos similares a tiroxina (Pestana et al., 2008).

1.4 Técnicas analiticas para determinagdo de PBDEs em alimentos

Os PBDEs sdo contaminantes ambientais que se distribuem em diferentes
compartimentos e sdo encontrados em concentracGes em niveis traco. Dessa forma, a
determinacdo desses compostos exige técnicas analiticas capazes de identificar e
quantificar os analitos com elevada sensibilidade, seletividade, precisdo e exatiddao. A
técnica analitica mais empregada para a determinacdo dos congéneres dos PBDES em
alimentos é a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)
(WHO, 2006; Covaci and Marlavannan, 2015; Annunciacéo et al., 2018).

A cromatografia gasosa baseia-se na separacdo pela diferenca de distribuicdo das
substancias da amostra entre a fase estacionaria (solida ou liquida) e fase mdvel
(gasosa). Esta técnica apresenta alto poder de resolucdo, alta sensibilidade, e a amostra
e/ou seus componentes devem ser volateis e termicamente estaveis. A espectrometria de
massas consiste em uma fonte de ionizacdo o qual permite a formacdo de ions por
retirada ou captura de um elétron, um analisador de massas que realiza monitorizagéo de
um ion seletivo de acordo com sua razdo massa/carga ou por meio de varredura
espectral, e um detector que detecta e amplifica o sinal da corrente de ions que vem do
analisador e transfere o sinal para o sistema de processamento de dados (Skoog et al.,

2009; Chiaradia et al., 2008; Collins et al., 2006).
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1.5 Métodos de preparo de amostras para determinacdo de PBDEs em

alimentos

Antecedendo a analise instrumental, a etapa de preparo das amostras € a mais
critica e laboriosa durante o desenvolvimento de um procedimento analitico, sendo de
extrema importancia o controle, a otimizacdo das condigdes e a validagdo do método de
andlise. Essa etapa tem como principais objetivos extrair, isolar e pré-concentrar o0s
analitos presentes em uma matriz complexa, e remover os interferentes (clean up),
tornando assim a amostra compativel com a instrumentacdo analitica utilizada (Covaci
et al., 2010; Reiner et al., 2014; Annunciag&o et al., 2018).

O aumento na seletividade e sensibilidade e a diminuicdo da interferéncia
causada pela matriz sdo as principais vantagens de um método de preparo de amostras
ideal. E importante destacar que a escolha da técnica de preparo de amostra baseia-se
nas propriedades fisico-quimicas dos analitos de interesse, dos constituintes da matriz,
e, também, dos interferentes (Reiner et al., 2014; Borges et al., 2015).

Na literatura cientifica, sdo descritos varios métodos de preparo de amostras para
determinacdo de PBDEs em amostras de alimentos (Tabela 1), no entanto requerem
grande consumo de solvente e de amostra, e longo tempo para extracdo dos analitos.
Como as amostras de alimentos sao sélidas, a maioria das técnicas de extracdo baseia-se
na particdo solido-liquido. As principais técnicas utilizadas envolvem extracdo por
Soxhlet, extracdo liquida pressurizada (PLE), extracdo assistida por micro-ondas,
sistemas de ultrassom, extracdo em fase sdlida (SPE), e QUEChERS (extracdo em fase
solida dispersiva). A técnica de preparo de amostras de alimentos utilizando Soxhlet é a
mais comum, com tempo de extracdo variando de 8 a 48 horas, e mistura de solventes
polares e apolares em diferentes propor¢6es, com volume de aproximadamente 200 mL

da mistura de solventes, além de grande quantidade de amostra (> 200 g) requerida nas
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analises. Como consequéncia, geram-se quantidade excessiva de residuos de solventes

toxicos (Covaci et al., 2009; Annunciagdo et al., 2018).

Tabela 1 — Alguns métodos descritos na literatura para determinacdo de PBDEs em

alimentos.
. Kalachova Dirtu et al.
Literatura Hu e Hu, 2014 Cascaes, 2009
etal., 2013 2013
Tipo de amostra 2,59 de Ovo 10g Peixe 2g Ovo 5¢ Peixe
25mL 1:1 viv 15mL 1:2 viv 1:1vlv 80mL 1:1 v/v
Solvente ]
hexano:acetona H20:Ac etila DCM:hexano hexano:DCM 50%
Método de preparode ~ 'ELL +clean-up , .
QUEChERS PLE Soxhlet
amostra com H,SO,
. coluna de silica e
Etapa adicional coluna de silica  coluna de silica - _
(clean up) alumina
Deteccéo GC-MS GC-MS/MS GC-MS GC-MS

YELL, Extraco liquido-liquido

2 QUEChERS, Extracdo em fase solida dispersiva - QUick Easy CHeap Effective Rugged and Safe

$PLE, Extracéo Liquido Pressurizada

*Soxhlet, Extragdo continua utilizando solvente quente

Diante do exposto, o desenvolvimento de novos métodos, que requerem

procedimentos de preparo de amostras de alimentos que sejam mais simples e rapidos, e

gue consumam menor quantidade de amostras e de reagentes € necessario.

1.6 Microextracédo em sorvente empacotado (MEPS)

A microextracdo em sorvente empacotado (MEPS) é uma técnica de preparo de

amostra introduzida por Mohamed Abdel-Rehim e colaboradores (2003), e consiste

basicamente na miniaturizacdo do sistema de extracdo em fase solida (SPE)
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convencional, proporcionando a extracdo, pré-concentragdo dos analitos, e remogao dos
interferentes em uma Unica etapa. O aumento na sensibilidade do método, a reducéo do
volume da amostra e do eluente (mililitros para microlitros), redugédo no tempo de
andlise e utilizacdo de tecnologias ambientalmente corretas sdo as principais vantagens
da técnica analitica descrita (Abdel-Rehim, 2010; Martinez-Moral e Tena, 2014;
Queiroz, 2015; Martinez-Moral, 2015).

A MEPS é constituida por uma microcoluna recheada com 1- 4 mg de material
solido (fases seletivas) conectada a agulha de uma microseringa. Os analitos adsorvidos
na microcoluna sdo eluidos na fase extratora e injetados no sistema analitico (Queiroz,
2015). As etapas desta técnica incluem o condicionamento da fase extratora, ciclos de
aspiracdo/dispensacdo da amostra, eliminacdo de interferentes e a eluicdo dos analitos
em solvente compativel com o sistema analitico. A etapa de limpeza do cartucho, apds a
eluicdo dos compostos de interesse, é importante para diminuir os efeitos de carryover
e, desta forma, favorecer a reutilizacdo da coluna (Queiroz, 2015; Martinez-Moral,
2015; Yang et al., 2017).

Martinez-Moral e Tena (2014) descreveram o desenvolvimento e validacdo de
um método de extracdo liquido pressurizado seletiva (SPLE) seguida por MEPS e
quantificacdo por GC-MS, para a determinacdo de congéneres PBDE em lodo de
esgoto. O emprego da MEPS proporcionou aumento de sensibilidade, resultando em
diminuicdo dos limites de deteccdo e quantificacdo, valores menores do que 0s
previamente relatados para a determinacdo de PBDES nessas amostras. Além disso, a
MEPS forneceu um clean up adicional na matriz, melhorando a deteccéo e protegendo o
CG-MS de possiveis interferentes, e bons valores de recuperacdo, variando entre 92% e

102%.
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Sendo uma técnica miniaturizada, os métodos analiticos baseados em MEPS sdo
mais rapidos, simples, robustos, possibilitam acoplamento on-line com instrumentagao
analitica e, consomem quantidade de amostra e volumes de solvente inferiores as
técnicas cléssicas de preparo de amostras, como a SPE, Soxhlet, e a extragdo liquido-
liquido (ELL) (Gjelstad e Pedersen-Bjergaard, 2014; Yang et al., 2017). Até 0 momento
ainda ndo ha descrito na literatura cientifica métodos de preparo de amostras

empregando MEPS para determinacdo de PBDEs em amostras de alimentos.
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5. Consideracoes finais

Os métodos analiticos desenvolvidos e validados neste estudo para quantificacdo
dos PBDE em diferentes tipos de amostras de alimentos empregando MEPS e CG-MS
apresentaram diversas vantagens, tais como rapidez, simplicidade e menor consumo de
solvente organico que as técnicas de preparo de amostras classicas, como a SPE, ELL,
Soxhlet, e a PLE. A técnica de MEPS pode ser empregada tanto para extracdo dos
analitos, quanto para pré-concentracdo e eficiente clean up da matriz. Ademais, 0s
métodos mostraram-se eficazes para aplicacdo na analise de alimentos, e em vista da
facilidade no uso do MEPS e no curto tempo no preparo de amostras ele pode ser
utilizado na andlise de rotina, auxiliando as agéncias regulamentadoras a estipular os
limites maximos permitidos em alimentos e no meio ambiente.

Os resultados do estudo também descrevem pela primeira vez importantes fontes
de exposicdo humana aos PBDEs, a ingestdo através da alimentacdo. A avaliacdo da
presenca dos principais congéneres de PBDEs em amostras de alimentos, como ovos,
peixes, frutos do mar e leites, obtidos no mercado brasileiro, é de extrema importancia
devido as informacdes limitadas em relacdo aos niveis encontrados no pais, e ao alto
conteudo lipidico, o que favorece o bioacumulo desses contaminantes.

Esse foi o primeiro estudo a reportar as concentracGes de PBDES em amostras de
alimentos comercializados no Brasil. Os dados obtidos indicam maiores niveis de
PBDE nas amostras brasileiras de alimentos, em compara¢do com outros estudos da
literatura. A auséncia de legislacédo e especifica¢fes de uso para PBDEs no Brasil € uma
possivel causa para as altas concentracdes desses compostos nos alimentos brasileiros.
Destaca-se também que os valores encontrados de estimativa de ingestdo diarios mais

elevados podem oferecer maior risco para a saude da populagéo brasileira.
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