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Devido a alta toxicidade, a producdo e comercializacdo dos bifenilos
policlorados (PCBs) estdo proibidas em todo mundo. Esses compostos aroméaticos
foram utilizados industrialmente desde a década de 30. Propriedades fisicas
interessantes, tais como a resisténcia a altas temperaturas e correntes elétricas, séo
responsaveis pela grande utilizacdo e producdo mundial dos PCBs. Sendo que
desta producéo grande parcela entrou para o meio ambiente, principalmente devido
ao descarte inadequado de equipamentos eletro-eletrénicos antigos, contaminando
a agua e o solo. Sdo compostos nao biodegradaveis, que se acumulam no meio
ambiente, influenciando todos os organismos da cadeia alimentar. A partir de
estudos realizados, constatou-se 0 seu efeito nocivo no homem, sendo a ingestao
através de alimentos contaminados a principal via de exposicao. Sabe-se, pela sua
importancia histérica na sobrevivéncia humana, que os cereais sdo parte essencial
em nossa alimentacéo. Dentre os cereais, 0 milho recebe amplo destaque, sendo o
grao mais consumido no mundo. Diante disso, aliado com a persisténcia dos PCBs e
seus efeitos maléficos ao homem, o objetivo do presente trabalho foi determinar os
niveis de PCBs em milho e farinha de milho de diferentes regides do estado do Rio
Grande do Sul, coletados nos anos de 2009 e 2010, correlacionando 0s niveis
destes compostos a regiao de coleta, ano de producéo, teor de gordura e tipo de
farinha. A determinacéo dos residuos de PCBs foi realizada por cromatégrafo a gas
acoplado a espectrometria de massas (GC-MS), usando modos de ioniza¢cdo por
impacto de elétrons e ionizagdo quimica negativa, apos a extracdo dos compostos
através do uso de ultrassom. Foram encontrados valores médios de 0,01 ng g™ para
o PCB 10, 0,04 ng g* para o PCB 28, 0,10 ng g™ para o PCB 52, 0,14 ng g* para o
PCB 153, 0,40 ng g™ para o PCB 138 e 0,38 ng g para o PCB 180. O PCB 138 foi 0
mais frequiente, sendo detectado em 63,57% das amostras, seguido dos PCBs 180
(58,27%), 52 (41,72%), 153 (41,05%), 28 (20,52%) e 10 (7,28%). As amostras
provenientes das regides nordeste e metropolitana foram as que apresentaram as
maiores contaminacdes. Além disso, houve uma diminuicdo das contaminacdes no
ano de 2010 quando comparado com o ano de 2009. Outro fator relevante foi a
maior contaminacdo encontrada nas farinhas de milho em relagdo ao gréo.



Diferenca que se mostrou significativa para os PCBs 52, 138, 153 e 180. No que diz
respeito as andlises das farinhas houve uma diferenca significativa para todos os
congéneres na correlagcdo com os percentuais de gordura.

Palavras-chave: bifenilos policlorados; milho; farinha de milho; GC-MS.
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The polychlorinated biphenyls (PCBs) production and trading are prohibited in
whole world, due its high toxicity. These aromatic compounds were industrially used
since the 30’s decade. Significant physics characters, as a high temperature and
electric current tolerance, are responsible for the PCBs large employment and
worldwide production. Mainly due for the old electric equipments inappropriate
discard, a large part of this production came in to the environment, contaminating the
soil and water. They are non-biodegradable compounds that becoming accumulated
in the environment and in the food chain. They toxic human effects was evidenced
from realized studies, and the contaminated food ingestion is the mainly route of
exposure to PCBs. The cereals are an essential part of our nutrition, due this human
survives historical significance. The corn receives a large notability among the
cereals, being the most consumed grain in the world. Due to this, and to the PCBs
persistent and malignant effects to human, the objective of this work was to
determinate the PCBs levels in corn and cornflour from different regions of Rio
Grande do Sul State, collected on 2009 and 2010 years, checking the connect of
these levels with the collected region, year of harvest, lipid content and the flour type.
The PCBs residues were determinate by gas chromatography coupled with mass
spectrometer (GC-MS), using electron impact ionization and a negative chemical
ionization, before ultrasonic extraction of the compounds. The mean values detected
were 0.01 ng g™ to the PCB 10, 0.04 ng g™* to the PCB 28, 0.10 ng g* to the PCB 52,
0.14 ng g* to the PCB 153, 0,40 ng g* to the PCB 138 and 0,38 ng g* to the PCB
180. The most frequent was the PCB 138, which was detected in 63,47% of the
samples, followed by the PCBs 180 (58.27%), 52 (41.72%), 153 (41.05%), 28
(20.52%) and 10 (7.28%). The samples from the northeast and metropolitan regions
showed the higher concentrations. Besides it, there was a decrease in the
contamination on the year of 2010 when compared with 2009. Another significant
factor was the high contamination detected in the cornflours in relation to the grain,
with significantly differences for the PCBs 52, 138, 153 and 180. Concerning about
the flour analyses, the fact of the PCBs have a great fat attractive force was



confirmed, with all the PCBs congeners showed significant difference in the
correlation with their lipid levels.

Keywords: polychlorinated biphenyls; corn, cornflour, GC-MS.
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1 INTRODUCAO

A revolucdo industrial ofereceu a sociedade incontaveis beneficios, no
entanto, trouxe consigo varios inconvenientes, dentre eles a contaminagédo do meio
ambiente e por consequéncia dos seres vivos. Vérias sdo as substancias maléficas
aos seres vivos e ao ambiente, mas algumas delas tém destaque devido a alta
toxicidade, sdo os chamados Poluentes Organicos Persistentes (POPs). Quando
estes contaminantes organicos e seus subprodutos atingem o meio ambiente, eles
sofrem processos de volatilizagdo, biodegradacao, transferéncia para organismos,
ligacdes entre as particulas do solo e percolacédo para o lencol freatico (MESQUITA,
2004). Sabe-se que os POPs percorrem longas distancias através da atmosfera,
pois foram encontrados em lugares remotos do globo terrestre que nunca entraram
em contato com tais substancias (BREIVIK et al., 2004).

Neste contexto, encontram-se os bifenilos policlorados (PCBs). Substancias
qguimicas com diversas aplicacdes industriais devido a suas propriedades de
resisténcia a altas temperaturas, baixa volatilidade, resisténcia a oxidacdo e
reducdo, assim como a acao dos acidos, alcalis e outros agentes quimicos. Suas
aplicacdes principais se deram em Oleos para capacitores e transformadores
elétricos, bombas de vacuo, turbinas de transmissdo a gas, fluidos hidraulicos,
resinas plastificantes, adesivos, plastificantes para borracha, sistemas de
transferéncia de calor, 6leos de corte, lubrificantes, conservantes para pesticidas e
papel carbono (GERVEN et al., 2004). Além disso, possuem a caracteristica de alta
solubilidade em lipidios (WHO, 1993). Entretanto, as mesmas propriedades que
tornaram estes compostos atrativos industrialmente levaram a sua persisténcia
ambiental e a bioacumulacdo. Estima-se que 40% do total produzido entraram para
o ambiente desde 1929 e que grande parte do restante ainda estd em uso,
principalmente em equipamentos eletro-eletrénicos antigos (PENTEADO et al.,
2001). Portanto, o uso indiscriminado dos PCBs associado as suas caracteristicas
de estabilidade térmica e quimica, juntamente com a lipossolubilidade, que resulta
na bioacumulacdo em tecidos gordurosos dos organismos vivos, levaram a sua

difusdo no meio ambiente, e, consequentemente, na cadeia alimentar.
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O consumo de alimentos contaminados com PCBs € a via mais importante de
exposicdo da populagéo geral, chegando a contribuir com mais de 90% desta (WHO,
1993; LIEN & THEELEN, 1997; SAFE, 1998; SCHLUMMER et al., 1998). Os PCBs
podem ser frequentemente detectados em diversos alimentos de origem vegetal e
animal, destacando-se especialmente o pescado, a carne, 0s ovos e o leite (WHO
1993; PAUMGARTTEN et al., 2000). A maior concentragdo de PCBs, por serem
compostos altamente lipofilicos e apolares, é encontrada em alimentos gordurosos.
Concentragcdes menores podem estar presentes em verduras, cereais e frutas
(AHMED, 1999; WELLS & BOER, 1999). Algumas espécies vegetais, embora
possuam baixos valores de biomagnificacdo e ndo apresentem metabolizacdo dos
congéneres de PCBs, podem absorvé-los, refletindo desta forma o grau de
contaminacdo do ambiente (CULLEN, 1996). Além disso, as plantas sdo o primeiro
elo na cadeia alimentar e, portanto, 0 acimulo desses compostos pelos vegetais &
uma etapa importante para a transferéncia dos mesmos ao corpo humano (ZHANG,
2008). Neste contexto, encontra-se o milho, cereal mais consumido no mundo, e 0
segundo mais produzido em nosso Pais.

No Brasil, o papel do milho na alimentacdo humana e animal é importante.
Mesmo antes da chegada dos colonizadores ao pais, o milho ja era cultivado e
utilizado pelos indigenas. Além de ocupar uma area cultivada consideravel, gerando
empregos no setor agricola, sua importancia econdmica € caracterizada pelas
diversas formas de sua utilizacdo, que vao desde a alimentacdo animal a inddstria
de alta tecnologia (EMBRAPA, 2008). Por ser um dos cereais de maior importancia
econdbmica no mundo, o milho € uma das espécies vegetais mais estudadas.
Constantemente, programas de melhoramento estdo buscando novos
procedimentos para a obtencdo de variedades mais produtivas e economicamente
rentaveis. Além disso, muitos esforcos vém sendo realizados para entender sua
origem e evolugéo. No entanto, 0 mesmo nao se pode dizer em relagéo a estudos de
contaminagdo. Apesar do uso intensivo de pesticidas no Brasil, ha poucos trabalhos
publicados na literatura sobre a ocorréncia de poluentes organicos persistentes em
plantas (FELIX et al., 2007), tais como o milho e seus produtos como a farinha.

Devido as consequéncias que estes residuos téxicos podem causar, tanto nos

ecossistemas naturais como na saude humana, o interesse pelo seu estudo nos
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alimentos e no meio ambiente, é continuo e crescente (MES et al., 1991; ZABIK et
al., 1992; WHO 1993; PATANDIN et al., 1999; DIBER et al., 2000; BESTER et al.,
2001; ABAD et al., 2002; COSTABEBER & EMANUELLLI, 2003b; KIM et al., 2004). O
aumento da preocupacao e interesse sobre a seguranca alimentar € um tema cada
vez mais presente dentro da sociedade atual. Assim como é cada vez mais
importante em metas governamentais ndo apenas no sentido de garantir que a
populacdo dos paises tenha acesso a alimentos, mas que estes estejam dentro dos
limites de residuos quimicos que causem prejuizo a populacdo. Sendo assim, torna-
se importante o monitoramento de PCBs, a fim de obter informacdes sobre possiveis
contaminagcbes em amostra, como o milho e a farinha de milho. Oferecendo as
agéncias reguladoras evidéncias objetivas de que os métodos e sistemas sao

adequados para 0 uso proposto.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar niveis de PCBs indicadores em amostras de milho e farinha de
milho coletadas em diferentes regides do estado do Rio Grande do Sul, Brasil, nos
anos de 2009 e 2010.

2.2 Objetivos Especificos

* Validar os métodos de extracdo dos PCBs utilizando ultrassom e clean-up
com extracdo em fase sélida, seguida de cromatografia a gas acoplada de
espectrometria de massas;

* |dentificar e quantificar residuos de PCBs em amostras de milho e farinha de
milho do estado do Rio Grande do Sul, através de espectrometria de massas nos
modos impacto de elétrons (El) e ionizacdo quimica negativa (NCI);

* Associar os dados das contaminac¢des nas amostras, relacionando os niveis
detectados com a regido de coleta, ano de producgéo, teor de gordura e tipo de
farinha.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Bifenilos Policlorados (PCBs)

3.1.1 Definicao e histérico dos PCBs

Os bifenilos policlorados sdo uma classe de compostos organoclorados
formados por dois anéis de benzeno unidos por uma ligacdo de carbono-carbono,
com 1 a 10 atomos de cloro substituindo os &tomos de hidrogénio, nas posi¢cées 2-6
e 2’-6’ dos anéis aromaticos. A sua formula geral € C12H(10-n)Cly, onde 1=n<10 e sua

massa molecular varia entre 188 e 494 g mol™* (WHO, 2003) (Figura 1).
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Figura 1 — Bifenilos policlorados, x, y < 5. Fonte: (ARNOLD et al., 2003).

Os PCBs foram sintetizados pela primeira vez antes da virada do século XX,
por volta de 1881, por Schmidt e Schulz, mas s6 em 1929 comecaram a ser
produzidos em escala industrial (TANABE, 1988). A necessidade de encontrar um
oleo de resfriamento e isolante estavel e eficiente para equipamentos elétricos levou
ao crescimento de sua producéo. Desta forma, o pico de sua produc&o ocorreu em
1970, com um volume de 50.000 toneladas (PENTEADO & VAZ, 2001). Estima-se
gue sua producéo total girou em torno de 1,3 milhdes de toneladas, sendo usado em
quase todos os paises do mundo (Figura 2). Por varias décadas esses compostos
foram utilizados como fluidos de troca térmica em trocadores de calor, lubrificantes
em equipamentos hidraulicos e principalmente como Oleos dielétricos em
transformadores e capacitores elétricos (USEPA, 2000). Com menos intensidade

estiveram presentes na formulacéo de adesivos, tintas, pesticidas, corantes e graxas
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(BORJA et al., 2005). Para fins praticos, os PCBs foram misturados com outros
fluidos (carrier fluids) tais como clorobenzenos ou 6leo mineral (KUEPER et al.,
2003). Dessa forma, dependendo do pais onde foram fabricados ou
comercializados, essas misturas receberam denominacdes distintas (Tabela 1). O
produto Aroclor da Monsanto foi 0 mais difundido no mundo inteiro (BREIVIK, 2002).
Uma consequéncia direta deste fato € que, em ambientes contaminados, quase
sempre € possivel relacionar a composicdo de congéneres de PCBs com algum

produto desta empresa.

Tabela 1 — Nomes comerciais dos PCBs em diferentes paises

Marca Fabricante Pais de origem
Aroclor Monsanto EUA
Piranol General Eletric EUA
Clophen Bayer Alemanha
Aceclor ACEC Bélgica
Piroclor Monsanto Reino Unido
Kaneclor Kanegafuchi/Mitsubichi Japéao
Piralene Prodelec Franca
Phenoclor Prodelec Franca

Fonte: (AMBICARE, 2005).

Em 1966, o quimico suico Soren Jensen, em pesquisa com pesticidas em
solos, determinou que os PCBs eram contaminantes ambientais e desde entédo a
utilizacdo dos mesmos comecou a ser restringida no mundo todo. No Japéo, a sua
producédo e uso foram proibidos em 1972. No mesmo ano, a Suécia restringiu a sua
utilizacao e producéo, os Estados Unidos o fizeram em 1977, a Noruega em 1980, a
Finlandia em 1985 e a Dinamarca em 1986 (WHO, 1976; WHO, 2003). Em nosso
pais as restricbes para seu uso foram implementadas através da Portaria
Interministerial 19, de 2 de janeiro de 1981. Essa portaria estabelece, entre outras
coisas, a proibicdo da fabricagdo, comercializacdo e uso de PCBs em todo territério
nacional. Entretanto, permite que 0s equipamentos ja instalados continuem em
funcionamento até sua substituicdo integral ou a troca do fluido dielétrico por produto

isento de PCBs. Esta portaria também proibe o descarte de PCBs ou produtos
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contaminados em cursos d’agua, exposicdo de equipamentos contendo PCBs a
intempéries, além de regulamentar o local de instalacdo dos equipamentos que
contenham PCBs que ainda estejam funcionando. Além dessa Portaria, ha a
Instrucdo Normativa 001 SEMA/STC/CRC, do Ministério do Interior, de 10 de junho
de 1983, que disciplina as condicbes a serem observadas no manuseio,
armazenagem e transporte de PCBs e/ou residuos contaminados. Ha também, a
norma ABNT/NBR 8371/94 que estabelece orientacdo para 0 manuseio,
embalagem, rotulagem, armazenagem e transporte de PCBs para transformadores e
capacitores, niveis de contaminacdo permitidos em equipamentos novos,
equipamentos em operacao, além de valores para manutencdo e descarte dos

fluidos e equipamentos elétricos que contenham PCBs.
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Figura 2 — Estimativa do uso acumulado de PCBs ao redor do mundo (em toneladas). Fonte:
(BREIVIK, 2002).

Os PCBs foram incluidos entre os 10 poluentes com maior biotoxicidade no
mundo (PELLIZARI, 1997) e compdem a lista de 12 poluentes prioritarios do
Programa das Nacbes Unidas para o Meio Ambiente (UNEP, 2003), a qual visa a

reducdo e/ou eliminagcdo dos poluentes organicos persistentes de elevada
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toxicidade. Encontram-se difundidos globalmente como poluentes do ar, da agua,
dos solos e dos alimentos.

3.1.2 Estrutura, nomenclatura e caracteristicas fisico-quimicas

Por apresentarem diversas substituicdes possiveis em relacdo a quantidade
de atomos de cloro, estas moléculas variam de 1 a 10 4tomos, podem ser obtidos
até 209 estruturas diferentes denominadas de congéneres (WHO, 1993;
PENTEADO & VAZ, 2001; ARNOLD et al., 2003; PEREIRA, 2004). Atualmente, 130
congéneres tém sido identificados em produtos comerciais (WHO, 1993; ARNOLD et
al., 2003), porém a maioria das misturas comerciais contém somente de 50 a 90
diferentes congéneres (ARNOLD et al., 2003). Os anéis de benzeno podem girar em
torno da ligacdo que os une existindo duas configuracbes extremas: a planar ou
coplanar, onde os anéis estdo no mesmo plano e a nao planar, onde os anéis
assumem uma conformacdo perpendicular. O grau de rotacdo dos anéis de benzeno
€ determinado pelo impedimento estérico produzido pelos atomos de cloro nas
posicoes orto (2,2’, 6,6’) e o aumento das substituicbes nesta posicéo resulta em
uma progressiva obstrucao rotacional. O impedimento estérico deve-se a repulsao
eletrostatica dos atomos de cloro. A configuragdo n&o planar é gerada por multiplas
substituicbes dos atomos de hidrogénio por atomos de cloro nesta posicao.
Inversamente, os PCBs sem substituicdes na posicao orto e alguns PCBs com uma
substituicdo na posicao orto sdo considerados planares, diferentemente designados
como coplanares ou mono orto coplanares (ATSDR, 1998, WHO, 2003). Devido aos
efeitos a salde, os congéneres considerados mais toxicos sdo 0s coplanares,
também denominados de PCBs semelhantes as dioxinas (WHO, 2003).

A nomenclatura para os 209 congéneres de PCBs, adotada pela IUPAC
(International Union of Pure and Aplied Chemistry), considera a posicao relativa dos
atomos de cloro na estrutura bifenil, sendo a posi¢cdo 1 reservada para a ligacéo
entre os anéis. A partir desta, no anel da esquerda, as posi¢cées sdo numeradas em
ordem crescente no sentido anti-horario. No outro anel as posi¢cdes sdo numeradas
da mesma forma, mas em sentido horario, adicionando-se um indice para diferenciar
do outro anel (PENTEADO & VAZ, 2001; PEREIRA, 2004). Entretanto, devido a
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dificuldade de classificacdo destes compostos através do método proposto por este
orgdo, Ballschmiter & Zell (1980) propuseram uma nhova sistematica onde o0s
congéneres seriam numerados de 1 a 209 (PEREIRA, 2002). Na Tabela 2

apresentam-se alguns exemplos para esta nomenclatura.

Tabela 2 — Sistema de identificacdo dos congéneres de PCBs

N° Cloros Usual IUPAC
3 PCB 28 2,4,4’ - triclorobifenil
4 PCB 77 3,3,4,4" — tetraclorobifenil
5 PCB 52 3,3",4,4’,5 — pentaclorobifenil
7 PCB 126 2,2’, 3,4,4,5,5 — heptaclorobifenil
10 PCB 209 2,2,3,3,4,4',5,5",6,6" - decaclorobifenil

Fonte: PENTEADO & VAZ (2001).

Os PCBs sao compostos pouco solluveis em agua, e a solubilidade decresce
com o aumento do niumero de atomos de cloro na molécula, assim como seu ponto
de fusdo e ebulicdo. Séo facilmente sollveis em carboidratos, gorduras e outros
compostos organicos, sendo rapidamente absorvidos por tecidos gordurosos (WHO,
1993). Dentre as propriedades fisico-quimicas destacam-se a resisténcia a altas
temperaturas, baixa volatilidade, baixa constante dielétrica, resisténcia a oxidagéo e
reducdo, a acidos e alcalis. Justamente por estas propriedades, os PCBs foram
amplamente utilizados na industria. Existem na forma de liquidos (6leos) e sélidos
(resinas e graxas), com coloracéo variando do incolor a amarelo claro. Nado possuem
sabor nem cheiro. Por apresentarem todas essas caracteristicas, os PCBs sao
compostos altamente resistentes a degradacdo e uma vez liberados no ambiente,
tendem a se acumular nos organismos e também se biomagnificar ao longo da

cadeia alimentar.

3.1.3 Fontes de contaminacao

Em 1966, a presenca de residuos de PCBs na biota foi descoberta apds a

pesquisa realizada por Séren Jensen em um programa de investigagdo de acumulo
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do inseticida p,p’-DDT no ambiente (BOON, 1986). Desde entdo, investigacbes em
muitas partes do mundo tém revelado ampla distribuicdo dos PCBs em amostras
ambientais, sendo o transporte atmosférico o principal mecanismo para a dispersao
global desses compostos (LANG, 1992; TANABE et al.,, 1987). A contaminacéo
ambiental por PCBs ocorre principalmente a partir do descarte de equipamentos
elétricos antigos em locais ndo apropriados para este fim, contaminando o solo e as
aguas. Recentemente, em vistoria de rotina realizada pelo IBAMA nas dependéncias
do porto de Rio Grande/RS, dentro de um armazém, foram encontradas 21
toneladas do 6leo Ascarel® (denominacdo comercial no Brasil) em tonéis e
transformadores desativados (CORREIO DO POVO, 2010).

A contaminacdo também ocorre durante a incineracdo do lixo industrial e
municipal, pois 0s incineradores nao sao efetivos em sua destruicdo. Os PCBs séo
inflamaveis a altas temperaturas, e 0os produtos de sua combustdo podem ser muito
mais perigosos do que o produto original, como os furanos (PCDFs). A combustao
dos produtos de grau técnico contendo PCBs e benzenos clorados, como os fluidos
dielétricos, pode também produzir as dioxinas (PCDDs) (WHO, 1993; WHO, 2003;
PEREIRA, 2004). No ambiente marinho, as principais formas de entrada destes
contaminantes ocorrem pela descarga dos rios, pelo escoamento continental em
areas costeiras e pela precipitacdo atmosférica nas areas oceanicas (SOLE et al.,
2001). Enquanto em ambiente dulcicola as principais formas de entrada destes
contaminantes ocorrem pelo despejo direto do poluente, pelo escoamento
continental e pela precipitacdo atmosférica (AZEVEDO e SILVA et al., 2007).

As contaminacbes das aguas e do solo sdo problemas que se encontram
interligados. Apds entrarem no ambiente aquatico, somente uma pequena
guantidade dos PCBs é dissolvida, o restante permanece aderido a particulas
organicas, sedimentos e animais aquaticos (KILE et al., 1995). Os PCBs séo
altamente absorvidos no solo, ligando-se a matéria organica, devido a sua alta
hidrofobicidade (SEDLAK & ANDREN, 1994). A migracdo de PCBs do solo para a
agua do lencol freatico € pouco favorecida pela grande estabilidade da ligacéo entre
estes compostos e o solo (WHO, 2003). Inumeros sdo os casos relatados em todo
mundo de contaminacao dos cursos de agua (PENTEADO, 2000) e solos por PCBs

(BACKE et al., 2004), concentrados principalmente em regides industrializadas.
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Os bifenilos policlorados, presentes no solo e em 4guas superficiais, entram
na atmosfera pela volatilizacdo. Uma vez na atmosfera estara presente tanto na fase
vapor, quanto adsorvida no material particulado. Através de ciclos de volatilizacao,
condensacdo e deposicdo, estes compostos podem ser transportados pela
atmosfera de areas de baixa e média latitude em direcdo a areas de alta latitude,
formando um gradiente translatitudinal conhecido por “efeito de destilagdo global”
(ATSDR, 2000). Segundo Rahuman et al. (2000), os PCBs podem percorrer longas
distancias quando entram em contato com o ar, podendo permanecer por alguns
dias. Este fato € comprovado pela presenca desses compostos em regides polares,
como o Artico, que nunca tiveram contato com esses produtos.

As proporgOes da dispersdo e da transferéncia destes compostos para 0s
animais, vegetais e seres humanos sao dificeis de serem estimadas (WHO, 1993). O
homem pode contaminar-se com os PCBs de varias formas: a partir do meio
ambiente, pela ingestdo de &gua e alimentos contaminados, por fenbmenos de
contaminacdo acidental dos alimentos, por inalagédo, por absorcdo dérmica a partir
de um ambiente contaminado, por processos de combustdo inadequados de
residuos industriais e urbanos e por acidentes com transformadores elétricos que
contaminam a agua e o solo. Todas estas exposi¢cdes podem ocasionar intoxicacées
cronicas (COSTABEBER, 1999). As vias de entrada dos PCBs no organismo
humano sao através do trato gastrointestinal, dos pulmdes ou da epiderme (WHO,
1993). A mais importante via de exposicdo humana aos PCBs € a ingestdo de
alimentos contaminados, principalmente de pescados (COSTABEBER &
EMANUELLI, 2003a). Segundo Ross (2004), a exposi¢cdo humana aos PCBs ocorre
principalmente pela ingestdo acidental de alimentos com baixos niveis de

contaminagao.

3.1.4 Aspectos do metabolismo e da toxicidade dos PCBs

Apébs a entrada no organismo, 0 mecanismo e a cinética da biotransformacao
dos PCBs dependem de inumeros fatores, incluindo a capacidade metabdlica do
organismo e a estrutura do congénere de PCB (MAERVOET et al., 2004). A

biotransformacé&o e o grau de persisténcia dependem do numero de &tomos de cloro
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presentes na molécula, assim como da posicdo dos mesmos. A presenca de dois
carbonos adjacentes ndo halogenados facilita o metabolismo, pois os PCBs mais
clorados possuem menos sitios disponiveis para o0 ataque metabdlico. Os
compostos mais clorados sdo mais persistentes e se acumulam nos tecidos
gordurosos, enquanto que as formas menos cloradas podem ser metabolizadas e
excretadas (WHO, 1993; COSTABEBER & EMANUELLI, 2003a).

Os mecanismos biolégicos excretores sdo dependentes da metabolizacdo dos
PCBs com formacdo de compostos mais polares (WHO, 1993). Por isso, os PCBs
necessitam, para sua eliminacdo, sistemas metabdlicos que os transformem em
moléculas hidrossoluveis (COSTABEBER & EMANUELLI, 2003a). Além disso, 0s
PCBs podem ser facilmente transformados em metabdlitos mais polares, com a
adicao de grupos hidroxil e metilsulfona, os quais ndo sdo prontamente excretados,
acumulando-se em tecidos e fluidos biol6gicos especificos. Estes metabdlitos
persistentes tém sido identificados em humanos e em espécies animais selvagens.
Uma quantidade de enzimas P450, especialmente as da familia CYP2B, sé&o
reconhecidas por estarem envolvidas com a formacdo destes metabdlitos (WHO,
2003).

Os compostos mais lipofilicos, como sao a maioria dos PCBs de maior grau
de cloragédo, sdo absorvidos principalmente no sistema intestinal. Os congéneres
menos clorados entram na circulacdo hepético portal e sdo submetidos ao
metabolismo primario em grandes quantidades e excretados (COSTABEBER, 1999).
As principais rotas de eliminagdo dos PCBs séo as fezes, urina e o leite materno
(WHO, 2003).

Os PCBs provocam uma ampla variacdo de efeitos toxicos, sendo que as
respostas toxicas sdo dependentes da via e duracdo de exposicdo da mistura de
PCBs; da espécie, considerando a idade e sexo do individuo e das caracteristicas
da mistura, o que inclui a sua pureza, a quantidade de cloro e a distribuicdo relativa
de congéneres (HOIVIK & SAFE, 1998). Sendo assim, o grau de cloracdo dos PCBs
nao altera somente suas propriedades quimicas, mas também as biologicas e
toxicolégicas (MARTINEZ MAGANA, 1994). De uma forma resumida, pode-se dizer
gue os efeitos toxicos dos PCBs dependem do numero e da posicdo dos atomos de

cloro na molécula, além da sensibilidade de cada individuo. Os congéneres
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coplanares, chamados também de PCBs semelhantes as dioxinas, sdo 0s mais
téxicos (WHO, 1993; WHO, 2003; PEREIRA, 2004). Segundo Bures et al. (2008), as
diferentes configuragcbes quimicas dos PCBs com menores e maiores cloracoes,
especialmente pelas estruturas dos bifenilos com isébmeros tri-orto e tetra-orto,
podem ser uma séria razao para os diferentes efeitos a saude humana.

Em uma revisao sobre a toxicidade dos PCBs, Safe (1984) listou os seguintes
sintomas: inducdo de enzimas; niveis de vitamina A diminuidos; diminuicdo dos
elementos linféides do sangue; atrofia do timo e do baco; imunosupressao; cloracne;
alopécia (perda de cabelos em areas do couro cabeludo); edema; hiperceratose
(engrossamento da pele); blefarite (inflamacdes das palpebras); hiperplasia do
revestimento epitelial dos ductos biliares extra-hepaticos, da vesicula biliar e do trato
urinario; hepatomegalia; danos ao rim, incluindo necrose; hemorragia;
hepatotoxicidade (alteracdo do metabolismo das porfirinas interferindo na formacéo
das hemaceas); promocdo de tumores; alteracdo dos niveis de esterbides e
hormoénios tireoidianos; alteracbes do sistema reprodutivo feminino e masculino,
incluindo irregularidades menstruais, concepcdo reduzida (dificuldade em
engravidar), inducdo de aborto em fases iniciais da gravidez, sangramentos
menstrual e puerperal excessivos, anovulacéo, atrofia testicular, espermatogénese
diminuida, teratogénese e alteracbes do desenvolvimento embrionario. Outros
autores sugerem que a exposicdo humana aos PCBs estd associada com a
ocorréncia de cancer de mama (COSTABEBER et al., 2000; LUCENA et al., 2001;
COSTABEBER, 2001) e o desenvolvimento de malformac¢des congénitas em recém-
nascidos (MOHR et al., 2011).

3.1.5 PCBs em alimentos

A utilizacdo dos PCBs nos diversos processos industriais originou uma ampla
contaminagao do meio ambiente, e, consequentemente, de todos os alimentos que
fazem parte da cadeia alimentar. A alimentacdo é a principal fonte de contaminacao
humana a estes poluentes, representa mais de 90% da mesma, se comparada a
outras vias como a inalacédo e contato com a pele (BORDAJANDI et al., 2006). Estes

compostos podem sofrer um processo de bioconcentracdo, no qual ocorre um
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acumulo resultante da absorcao e eliminacdo simultaneas, ou uma biomagnificacéo,
resultado do processo de acumulo da concentracdo de PCBs nos tecidos dos
organismos Vivos na passagem de cada nivel tréfico da cadeia alimentar
(PENTEADO & VAZ, 2001). Fato preocupante para exposicdo do homem, ja que
este estd no topo da cadeia alimentar, e comprovado pela presenca destes
contaminantes em seus tecidos.

Os PCBs sao frequentemente detectados em diversos alimentos de origem
animal e vegetal. Alguns autores relatam que o consumo de peixes € a principal
fonte de exposicdo humana a contaminantes ambientais como os PCBs (ALCOCK et
al.,, 1998, EPA, 1999a, EPA, 1999b, SMITH & GANDOLLI, 2002, SIDHU, 2003,
STORELLI et al., 2003). Além deste alimento, destacam-se a carne, 0S 0vVOS € a
gordura do leite (PAUMGARTTEN et al., 2000).

Sendo a ingestdo de alimentos contaminados a principal via de exposicao
humana aos PCBs, muitos estudos tém sido feitos para detectar os niveis de
contaminacao de alimentos por estes compostos. Diversos trabalhos, em diferentes
paises, tém demonstrado a contaminacdo dos alimentos. Zucatto et al. (2008)
comparou amostras de diferentes paises, demonstrando que alimentos provenientes
da Italia possuem maior contaminacdo por PCBs quando comparados aos
provenientes da Bélgica, Espanha e Portugal, com concentracfes totais de PCBs de
40,4 ng g™ no salméo, de 11,48 ng g™ na manteiga e de 0,41 ng g™ no repolho. No
Canada, Mes et al. (1991) analisaram amostras de carne, encontrando
concentracdes variadas de PCBs em carne bovina, suina e de cordeiros. Voorspoels
et al. (2008) investigaram diversos alimentos a fim de determinar os niveis de
ingestdo de PCBs na dieta da populacdo Belga, sendo que os peixes analisados
continham a maior quantidade de PCBs, porém com uma alta variagdo entre as
espécies investigadas. Nesta mesma pesquisa, 0 peixe contribuiu com 50%,
produtos carneos com 20% e produtos lacteos e ovos com menos de 20% do total
da ingestao diaria de PCBs. Erdogrul (2007) analisou amostras de mel provenientes
de Kahramanmaras, Turquia, encontrando o PCB congénere 28 em todas as
amostras analisadas.

Na Inglaterra, cenouras e batatas organicas analisadas apresentaram

contaminacgdes que variaram de 0,83 a 2,68 ng g, sendo o congénere 138 o mais
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abundante (ZOHAIR et al., 2006). Grassi et al. (2010) em analises de frutas e
vegetais provenientes de areas industriais do norte da Italia, encontrou maiores
contaminagdes em amostras de alecrim, cerca de 10-100 vezes maiores que outros
vegetais, como verduras, legumes e frutas, sugerindo que estas plantas sejam
“sentinelas” da contaminagao ambiental por PCBs. Em um estudo recente, Qin et al.
(2011) analisaram amostras de supermercados de Hong Kong. As maiores
contaminacdes de PCBs em produtos carneos foram: figado de ganso (4,17 ng g™)
pele de frango (3,01 ng g*) e peito de frango (3,06 ng g*). Na mesma pesquisa,
dentre os Oleos comestiveis, os 6leos de peixe tiveram maior concentracdo destes
compostos quando comparados com Oleos vegetais. Em uma avaliagdo na
populacdo de Shenzen na China, Zhang et al. (2008) constataram que 0s vegetais e
0S cereais sd0 responsaveis por 12% da ingestdo diaria de dioxinas e bifenilos
policlorados, enquanto o maior responsavel, contribuindo com 44%, foi o peixe. No
mesmo sentido Bakker et al. (2008), relataram que os grados e vegetais foram
responsaveis por 9% da ingestdo de dioxinas e PCBs no ano de 2004 na Holanda.
Neste estudo, foi observado que, novamente, 0s peixes se mostraram os grandes
vildes, contribuindo com 38% da ingestao didria. Em uma estimativa na populacéo
sueca, Tornkvist et al. (2011) confirmaram o peixe com grande responséavel pela
ingestdo diaria com 64%, enquanto a carne, os produtos lacteos, ovos e a gordura
contribuiram com 17%, 14%, 1% e 4%, respectivamente. Porém, neste estudo, néo
foram encontradas amostras positivas para produtos a base de cereais, frutas e
legumes.

No Brasil, ha poucos estudos relacionados a presenca de PCBs em
alimentos. Dentre a bibiografia consultada, nenhum estudo que envolvesse as
matrizes alvos deste estudo (milho e farinha de milho) foi encontrado. Entretanto,
trabalhos envolvendo outros alimentos provenientes do Rio Grande do Sul foram
realizados anteriormente. Amostras de leite apresentaram uma concentragéo total
média de PCBs de 3,5 ng g™ de gordura para leite cru, 15,5 ng g* de gordura para
leite pasteurizado e 2,4 ng g* de gordura para leite UHT (HECK et al., 2007),
engquanto que amostras de queijo apresentaram valores totais de PCBs entre 30,84
e 33,82 ng g de gordura (SANTOS et al., 2006). J& para carne e produtos carneos,
também provenientes do Rio Grande do Sul, apresentaram uma concentracdo total
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média de PCBs de 2,8 ng g™ de gordura para carne bovina, 31,1 ng g* de gordura
para salsicha e 3,2 ng g™ de gordura para salame (COSTABEBER et al., 2006). Em
outro estudo recente, realizado com amostras de soro de corddo umbilical de bebés
nascidos no mesmo estado, uma elevada contaminacéo foi detectada (MOHR et al.,
2011), confirmando que ainda existem fontes importantes de contaminacdo na

regido estudada.
3.2 Milho
3.2.1 A cultura do milho: Origem, classificacdo e constituicao

O milho (Zea mays L.) € uma espécie dipléide e albgama, pertencente a
familia Poacea (Gramineae), originado de sete a dez mil anos atras, no México e na
América Central, sendo considerada uma das mais antigas plantas cultivadas. Sua
origem tem sido bastante estudada e varias hip6teses foram propostas, porém as
mais consistentes sdo aquelas que demonstram que o milho descende do teosinte,
graminea com varias espigas sem sabugo que pode cruzar naturalmente com o
milho e produzir descendentes férteis (GALINAT, 1995).

Os primeiros registros do cultivo de milho, datados de 7.300 anos, foram
encontrados em pequenas ilhas préximas ao litoral do México. Seu nome de origem
caribenha significa “sustento da vida” (EMBRAPA, 2008). Estudos arqueolégicos
fornecem elementos que permitem afirmar que o milho j& existia como cultura ha
cerca de quatro mil anos e que ja apresentava as principais caracteristicas
morfolégicas que o definem botanicamente na atualidade. Foi alimento basico de
vérias civilizagdes ao longo do tempo, tais como os Maias, Astecas e Incas que
reverenciavam o cereal na arte e religido e grande parte de suas atividades diarias
eram ligadas ao seu cultivo (GUIMARAES, 2007).

Com a descoberta da América e as grandes navegacdes do século XVI, a
cultura do milho se expandiu para outras partes do mundo, sendo provavelmente a
mais importante planta comercial com origem americana. Logo depois do
descobrimento da América, foi levado para a Europa, onde era cultivado em jardins,

até que seu valor alimenticio se tornou conhecido. Hoje, é cultivado e consumido em
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todos os continentes e sua producdo € atualmente a segunda maior do mundo
perdendo apenas para o arroz (ABIMILHO, 2006).

O grdao de milho é classificado botanicamente como uma cariopse,
apresentando basicamente trés partes: pericarpo, endosperma e embrido (Figura 3).
O pericarpo € a camada mais fina e resistente, que constitui a parede externa da
semente rica em fibra (CALLEGARO et al., 2005). O endosperma é a parte mais
volumosa do gréo, envolvida pelo pericarpo, e constituido de substancia de reserva,
basicamente o amido. A porcdo mais externa do endosperma e em contado com o
pericarpo, denomina-se camada de aleurona, rica em proteinas e enzimas que
desempenham papel importante no processo de germinacdo. O embrido encontra-se
ao lado do endosperma, € parcialmente envolvido por ele, tendo sua composi¢ao
formada em sua maior parte de Oleo (SHUKLA & CHERYAN, 2001). Os
componentes anatdémicos do milho sdo endosperma (82,3%), embrido (11,5%) e
pericarpo (5,3%) (ALESSI et al., 2003).

Casca
Endosperma \
Farina:aceo Pericarpo
Vitreo
Testa

Celulas Tuhulares
Células cruzadas

Cél. Endosperma Radicula
Epiderme
[Camada de AleuromaTi R
\4,;{-" )
QYU ) .
~{ Y2V, : Plimula Embria
Ox Escutelo maras
Ol LV_\:/ Radicula

Figura 3 - Anatomia do grédo de milho e suas partes. Fonte: adaptado de EMBRAPA (2006).

Considerado muito energético, o milho traz em sua composi¢ao vitaminas do
complexo A e B, proteinas, gorduras, carboidratos, calcio, ferro, fésforo, amido e
suas cascas sdo ricas em fibras. Na Tabela 3 estdo apresentadas as composi¢cdes

nutricionais para o grao do milho e seus componentes anatdomicos. Cada 100
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gramas do alimento tém cerca de 360 Kcal, sendo 70% de glicidios, 10% de
proteinas e 4,5% de lipideos. E um dos alimentos mais nutritivos que existem. Na
forma pura ou como ingredientes de outros produtos é uma importante fonte
energética para o ser humano (CAPOBIANGO et al., 2006). Ao contrario do trigo e
do arroz, que séo refinados durante seus processos de industrializacdo, o milho
conserva sua casca, que é rica em fibras, fundamental para a eliminacéo das toxinas
do organismo humano (ABIMILHO, 2006).

Tabela 3 — Composicéo nutricional do grao de milho e de seus componentes

Gréos e seus Amido Proteina Lipideos Acucares Cinzas
componentes %
Grdao inteiro 71,5 10,3 4,8 2,0 1.4
Endosperma 86,4 9,4 0,8 0,6 0,3
Embrido 8,2 18,8 34,5 10,8 10,1
Pericarpo 7,3 3,7 1,0 0,3 0,8

Fonte: Tosello (1987).

3.2.2 Industrializacao

Além de ocupar uma area cultivada consideravel no territorio brasileiro,
gerando empregos no setor agricola, o milho, devido ndo s6 as suas qualidades
nutricionais, mas também a sua versatilidade, € importante pela sua utilizacdo direta
na alimentacdo humana e de animais, bem como na industria para a producéo de
cola, amido, 0leo, alcool, flocos alimenticios, bebidas e de muitos outros produtos
importantes no cotidiano (GUIMARAES, 2007).

A mudltipla utilizacdo do milho pode ser ilustrada por exemplos interessantes e
pouco conhecidos. Um deles é a agua usada para amolecer o cereal, que serve
como meio de fermentacdo para a producdo de penicilina e estreptomicina, tendo
ainda outras aplicagbes no campo farmacéutico. Outro € o xarope de glicose de
milho usado na fabricacdo de cosméticos, xaropes medicinais, graxas e resinas. Ja
nas fabricas de avides e veiculos, os derivados de milho sé&o utilizados nos moldes

de areia para a fabricacdo de pecas. Também na extracdo de minério e petréleo o
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milho esta presente, assim como em outras areas pouco divulgadas, como as de
explosivos, baterias elétricas, cabecas de fésforo, etc (ABIMILHO, 2006).

Do total produzido no Brasil, cerca de 70% sao destinados a alimentacéo
animal, utilizados principalmente para a fabricagcdo de racdo. Somente 15% da
producdo nacional do milho se destinam ao consumo humano e isso se deve
principalmente a falta de informag&o sobre suas possibilidades de uso e uma maior
divulgacdo de suas qualidades nutricionais. E comumente consumido como milho
verde in natura, produto farinaceo e constitui ingrediente bésico de uma série de
produtos industrializados formulados (ALESSI et al., 2003). Cinquenta gramas de
farinha de milho fornecem (em proteinas) valores iguais a um pao francés de mesmo
peso, mas com 33% a mais de calorias (ABIMILHO, 2006).

A industrializacdo pode ocorrer através de processos de moagem seca
(Figura 4) e amida (Figura 5). Este ultimo é atividade de longa tradicdo no Brasil,
tendo-se iniciado no passado com a moagem caseira de milho ndo degerminado
para se obter o fubd integral, passando para o estagio de pequenos moinhos
regionais, até se transformar em setor industrial de destaque com alta tecnologia
(SETTI, 1992). Na moagem a seco, o0s produtos sao: o fubd, a canjica, a quirera e 0s
farelos para racdo. Todos sdo obtidos do endosperma e sO se diferenciam pelo
tamanho da particula. Como subproduto da canjica resta o germe, destinado as
fabricas de 6leo (PALOMINO, FONSECA, OETTERER, 1997). Na moagem umida,
os derivados principais sdo o amido e seus subprodutos. O amido € o produto mais
importante, seja para uso direto ou como matéria-prima para um ndmero muito
grande de outros derivados. Os subprodutos possuem alto valor comercial: 0 germe
é destinado a fabricacdo de 6leo, a agua de maceracdo € usada nas industrias de
fermentacao e de racdo, a proteina e o farelo na preparacao de ra¢cdes (PALOMINO,
FONSECA, OETTERER, 1997).

A farinha de milho & muito utilizada na culinaria brasileira em varias formas e
0 seu sabor é muito bem aceito pelos consumidores. E um produto de baixo custo e
amplamente disponivel no mercado (ALVIM et al., 2002). Resulta da moagem dos
graos do cereal. O objetivo da moagem é quebrar o gréo, retirar o maximo de

endosperma (livre de farelo e germe) e reduzi-lo a farinha. Esta separacdo é



possivel em funcdo das diferentes propriedades fisicas do farelo, do germe
endosperma.
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Figura 4 — Processo de moagem seca do milho. Fonte: ABIMILHO (2006).
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Figura 5 — Processo de moagem Umida do milho. Fonte: ABIMILHO (2006).
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e do

O farelo é resistente devido seu alto conteudo de fibra, enquanto o

endosperma é friavel. O germe, em funcdo do seu alto contetdo de 6leo, forma

flocos ao passar entre os rolos de reducdo. Além destas diferencas fisicas, as
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particulas das varias partes do gréo diferem em densidade. Isto torna possivel sua
separacao pelo emprego de correntes de ar. As diferencas em friabilidade do farelo
e do endosperma sdo acentuadas pelo condicionamento, que envolve adicdo de
agua até o nivel 6timo de umidade, realizado antes da moagem. A adicdo de agua
enrijece o farelo e amacia o endosperma, facilitando ainda mais a separacdo das
fracbes (POMERANZ, 1987).

A producdo da farinha de milho compreende as etapas de limpeza,
condicionamento, degerminacdo (opcional), moagem, classificacdo e embalagem
(HOSENEY, 1991). Fatores como variedade do milho, umidade de colheita,
temperatura de secagem e tempo de estocagem influenciam no resultado do
processamento (KENT, 1983). A etapa de limpeza é realizada pela agdo combinada
de ventiladores e peneiras, enquanto a moagem pode ser efetuada em moinhos de
pedras ou de rolos (EL-DASH, 1994). A degerminacdo, etapa que representa a
retirada do germe e do pericarpo dos graos de milho por meios abrasivos, visa
garantir melhor textura e maior tempo de conservacdo da farinha (ALEXANDER,
1987). Quando ndo realizada a degerminacdo a farinha de milho € denominada

integral, tendo também influéncia na quantidade de gordura da mesma.

3.2.3 Milho no Brasil e no Rio Grande do Sul

No Brasil, o cultivo de milho vem desde antes da chegada dos europeus. Os
indios, principalmente os guaranis, tinham o cereal como principal ingrediente da
sua dieta. Com a chegada dos portugueses, 0 consumo aumentou e novos produtos
a base de milho foram incorporados aos habitos alimentares dos brasileiros. No final
da década de 1950, gracas a uma grande campanha a favor do trigo, o cereal
passou a perder espaco na mesa brasileira (ABIMILHO, 2006). Atualmente embora
o nivel de consumo do milho venha crescendo, ainda esta longe de ser comparado a
paises como o México e aos da regido do Caribe (WIKIPEDIA, 2011).

Apesar de ser cultivado em todas as unidades da federacao e estar entre os
maiores produtores, sendo o terceiro produtor mundial apos os Estados Unidos e a
China, o Brasil ndo se destaca entre os paises com maior nivel de produtividade,

devido ao grande numero de pequenos produtores que cultivam esse cereal. A
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importancia desta cultura ainda esté relacionada ao aspecto social, pois a maioria
dos produtores ndo sao altamente tecnificados, ndo possuem grandes extensdes de
terras, mas dependem dessa producdo para viver. Neste contexto, pode-se,
portanto, afirmar que ha uma clara dualidade na producdo de milho no Brasil.
Existem uma grande parcela de pequenos produtores que nao se preocupam com a
producdo comercial e com altos indices de produtividade, e uma pequena parcela de
grandes produtores, com alto indice de produtividade, usando mais terra, mais
capital e mais tecnologia na producao de milho (EMBRAPA, 2000).

A producéo nacional do milho em grao obtida na safra 2010/2011 totaliza 52,7
milhdes de toneladas em uma area total de 12,7 milhdes de ha (CONAB, 2011). O
Parand € o principal produtor nacional de milho (24,2%). Na sequéncia, esta o
estado do Mato Grosso, com participacdo de 14,6% na producdo do milho em gréo
(IBGE, 2011).

O Rio Grande do Sul, embora o milho seja considerado um dos produtos mais
tradicionais de nossa agricultura, apresenta baixa produtividade, sendo cultivado
praticamente em todo o Estado. O milho destaca-se nas areas de pequena
propriedade, aparecendo normalmente integrado a atividades criatérias de aves e
suinos. Por isso, 0s maiores produtores encontram-se em municipios com estrutura
fundiaria assentada na pequena propriedade e a producdo € bem distribuida pelo
estado com muitos municipios produtores (SEPLAG-RS, 2007)

Atualmente, o estado ocupa a posicdo de quarto maior produtor do cereal,
perdendo apenas para os estados do Parana, Mato Grosso e Minas Gerais. Na safra
2010/2011, o Rio Grande do Sul apresentou uma area total de plantio de 1.143,3 mil
ha, tendo uma produtividade de 4.380 Kg ha™ e uma produc&o total de 5.007,7 mil
toneladas (CONAB, 2011). As figuras 6 e 7 mostram a evolucdo das &reas
plantadas, da producédo, assim como da produtividade no estado do Rio Grande do
Sul desde a safra de 1976/77 até 2009/10.

As figuras 1 e 2 (ANEXO A) demonstram a producao de milho no estado do
Rio Grande do Sul, segundo a Secretaria de Planejamento e Gestdao (SEPLAG-RS,
2007). As regibes da Produgdo, com 626.372 toneladas, do Norte, com 564.970
toneladas, e do Nordeste, com 558.696 toneladas, foram as maiores produtoras e

em conjunto representaram 34% da producdo gaucha. Destacam-se ainda as
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do Médio-Alto Uruguai, com 369.003 toneladas, da Serra, com 356.422

toneladas e do Noroeste Colonial, com 324.155 toneladas.
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Figura 6 — Comparagéo entre area plantada e produ¢éo no Rio Grande do Sul.
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Figura 7 — Evolugéo da produtividade do milho no Rio Grande do Sul.
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3.3 Método Analitico

3.3.1 Preparacao das amostras

Previamente as analises cromatograficas, procedimentos de preparacédo e
limpeza sdo necessarios para isolar os PCBs da matriz. A extragdo por soxhlet € a
técnica mais utilizada para extracdo de PCBs e organoclorados, principalmente em
amostras contendo alto teor de lipideos, como ovos e peixes (FALANDYSZ, 2004).
Porém, conta com o inconveniente de usar uma quantidade excessiva de solvente,
além de ser demorada e trabalhosa. A extragdo por ultrassom vem sendo muito
utilizada para extracdo de pesticidas e PCBs em véarias amostras ambientais
(AHMED, 2003). Apesar de usar uma quantidade maior de solvente, se comparada a
outras técnicas, como extracdo assistida por microondas (MAE) ou extracdo
supercritica (SFE), € uma técnica extremamente simples e eficaz. Barboza e Serra,
(1992), com o objetivo de avaliar a utilizagdo da técnica, estudaram a influéncia do
uso de ondas de ultrassom sobre sistemas quimicos. Observaram que esta técnica
pode ser empregada tanto em sistemas homogéneos (rompimento de células vivas;
dispersdo de tecidos biolégicos; limpezas de superficie), como em sistemas
heterogéneos (liquido-liquido; solido-liquido).

Entretanto, durante a extracdo em amostras de alimentos, ndo apenas 0s
analitos sédo isolados. Existem diferentes tipos de compostos interferentes,
principalmente gorduras, carboidratos, agua, clorofila e outros, que sdo co-extraidos.
Portanto, uma outra etapa de analise € necessaria, ou seja, a purificacdo do extrato.
Saponificacdo, cromatografia de permeacdo em gel (GPC), tratamento com &acido
sulfurico, cromatografia de adsorcédo (alumina, silica gel, Florisil) sdo utilizados
isoladamente ou em combinacdo com outras técnicas para remover 0S COmpostos
interferentes (BEYER & BIZIUK, 2008).

3.3.2 Cromatografia

A quantidade e variedade dos contaminantes ambientais, assim como, o de

produtos aplicados na agricultura e na pecuaria, que aumentam verticalmente no
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Brasil, tornam necessario o0 monitoramento de eventuais residuos no meio ambiente
e nos alimentos (SANCHES et al.,, 2003), bem como a avaliagdo de riscos pela
ingestdo de alimentos (CALDAS e SOUZA, 2000). A quantificacdo de residuos de
pesticidas, nos mais diferentes meios e matrizes, sdo tradicionalmente realizadas
usando-se técnicas cromatograficas. Esta técnica tem sua importancia na analise
quimica em funcdo de sua facilidade para efetuar as separaces, identificar,
quantificar e confirmar as espécies presentes na amostra, por meios de detectores
especificos (SANCHES et al., 2003).

A grande maioria das analises de PCBs € realizada através do uso de
cromatografia gasosa, empregando-se colunas capilares (DB-5, HP-5, DB-1, HP-1,
SE-54) que utilizam fases estacionarias apolares (FONT, 1996). O sistema de
deteccdo mais utilizado, devido a natureza quimica e das baixas concentracdes dos
bifenilos policlorados nas diferentes matrizes, € o detector de captura de elétrons
(ECD), que apresenta especificidade para compostos halogenados (ZHANG, 2002).
Todavia, apesar de apresentar uma grande sensibilidade para estes compostos, tem
pouca seletividade, o que pode ocasionar resultados “falsos positivos”, além de
fornecer um cromatograma pobre em informacdes, sendo que muitas vezes uma
confirmagéo se torna necesséria. Nos Ultimos anos a espectrometria de massas
também tem sido muito utilizada. A técnica, uma vez bem otimizada, esta menos
sujeita a interferéncias, ja que para cada pico obtido no cromatograma existe um
respectivo espectro de massas que pode ser usado como uma espécie de
impressao digital, confirmando a identidade do composto (OLIVEIRA et al., 2005).
Nesta técnica é empregado principalmente o monitoramento seletivo das razdes
massa/carga de interesse (ROHRIG & MEISCH, 2001).

Um espectrébmetro de massas é um instrumento composto basicamente de
trés unidades fundamentais: uma fonte de ions, um analisador ou filtro de massas e
um sistema de detecgdo. A fonte de ions tem a finalidade de gerar ions a serem
analisados na fase gasosa a partir das amostras de interesse (BUSTILLOS et al.,
2003). Sendo assim, as moléculas passam por um processo de ionizacdo e
fragmentacdo, sendo entdo direcionadas para o filtro de massas. Como fonte de
ionizacao, diferentes técnicas podem ser empregadas em virtude do estado fisico-

guimico e propriedades da amostra, tais como a polaridade, a estabilidade térmica e
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o0 peso molecular (MARTINS, 2005). As duas formas de ionizacdo usadas na
cromatografia gasosa sdo: El (Impacto de Elétrons) e CI (lonizagdo Quimica).

O modo El € o modo mais comum de ionizagédo, sendo utilizado na maioria
dos trabalhos em GC-MS, apresentando um alto niumero de bibliotecas espectrais
comercialmente disponiveis. Neste modo de ionizacdo o composto proveniente da
coluna do cromatégrafo, é ionizada pela interacdo com uma corrente de elétrons,
com energia relativamente alta (usualmente 70 eV). Essas colisdes inicialmente
produzem ions positivos. Sob ionizacdo, as moléculas de uma determinada
substancia se fragmentam com um padrdo muito reprodutivel. Este procedimento
resulta numa fragmentacdo significante da molécula, cujo espectro resultante
representa a abundancia das varias razdes massa/carga (m/z). Motivo pelo qual o
espectro obtido pelo El talvez ndo mostre o ion molecular. O padréo espectral obtido
€ usado para a identificacdo do composto (PIZZUTTI, 2006).

Na ionizacdo quimica, as moléculas séo introduzidas na fonte com excesso
de géas reagente, normalmente aménia ou metano. Devido ao fato de haver uma
abundéancia muito maior do gas do que da amostra, a maioria dos elétrons emitidos
colidem com as moléculas do gas reagente, formando ions reagentes. A formacéo
de ions por ClI envolve uma energia muito baixa, e é, portanto mais suave do que El.
Devido a este fato o modo CI resulta em menos fragmentagbes, obtendo um
espectro com alta abundancia de ions moleculares. No processo Cl, tanto ions
positivos quanto negativos sao formados, e o espectrometro de massas pode ser
operado para medir ambos. A escolha do modo de ionizagdo adequado pode
aumentar consideravelmente a resposta do sinal (PIZZUTTI, 2006). Muitos
compostos que sdo normalmente detectados através do detector de captura de
elétrons, apresentam maior sensibilidade na Cl negativa (NCI) do que em outros
modos, pois os halogénios suportam bem cargas negativas (PRIMER, 2004). A
dependéncia da resposta cromatografica sobre a estrutura do analito é
especialmente significante sob condicbes de NCI. A elevada sensibilidade
promovida pelo modo (variando de 1 a 10 vezes maior do que no modo El ou PCI) é
muito bem conhecida para analise de compostos com grupos que capturam elétrons.
Os atomos de halogénio na molécula formam anions muito estaveis e

consequentemente, promovem uma boa estabilidade para deteccdo NCI para
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alcanos halogenados, organometalicos e pesticidas polinitroalcanos, alguns
carbamatos e pesticidas organofosforados e organoclorados (PIZZUTT]I, 2006).

Os ions formados tanto por EI como por Cl devem ser separados de acordo
com suas razdes m/z. Os analisadores de massa S80 responsaveis por esta
separacdo ou resolucdo. Sdo empregados de varias formas, dependendo da
necessidade da resolucdo de massas, da compatibilidade com a interface e com o
sistema de ionizagcdo empregado. Os analisadores de massas mais comumente
empregados sao: simples, quadrupolo, ion trap, tempo de véo e setor magnético
(Martins, 2005). O quadrupolo € o analisador mais amplamente usado, devido a sua
facilidade de uso, faixa de massa, faixa linear de trabalho para determinacoes
guantitativas, resolucdo e qualidade do espectro de massas (PIZZUTTI, 2006). Este
analisador consiste de quatro barras paralelas, dispostas em forma de um quadrado,
onde os ions sdo direcionados para o centro. Controlando a voltagem e a radio
frequéncia aplicada as barras, que geram um campo eletrostatico, que age como
filtro de massas, pode-se determinar quais razbes m/z podem passar através dos
filtros, para uma determinada voltagem. Podem operar em 2 modos, sendo eles o
modo full scan e o monitoramento do ion selecionado (SIM) (KIRCHNER, 2005). No
modo scan o analisador de massas monitora uma faixa de razdes m/z. J& no modo
SIM, o analisador monitora somente poucos ions que sao indicativos de um
composto especifico, sendo significativamente mais sensivel. Usualmente, 0 modo
SIM é utilizado para quantificacdo de um composto alvo, nas menores
concentracdes possiveis (niveis de tracos) (TAHBOUB, 2005).

Os sistemas de deteccdo responsaveis pela quantificacdo dos ions e
conversdo destes em sinais eletrbnicos podem ser classificados como detectores
com ou sem multiplicagdo de elétrons. No primeiro grupo, encontram-se 0S
multiplicadores de elétrons, diodos continuos e fotomultiplicadores. J& no segundo
grupo, estdo incluidos os copos de Faraday (Faraday cups), que sao dispositivos
metalicos que geram uma corrente elétrica capturando o feixe de ions (MARTINS,
2005).

Apesar dos estudos realizados, ainda existem muitas incertezas quanto aos
efeitos dos PCBs, tanto nos seres humanos quanto em outros seres Vivos
(AZEVEDO e SILVA, 2007). Embora proibidos ha muitos anos, concentracdes
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preocupantes ainda continuam a ser encontradas nos alimentos. Entretanto, a
grande maioria destes trabalhos reporta-se a uma pequena parcela dos alimentos,
principalmente de origem animal, como carnes, leite e ovos. O estudo de outras
classes de alimentos, como 0s cereais, torna-se importante para o entendimento do
real tamanho desta exposicéo. Neste sentido, o milho como cereal mais consumido
no mundo assume um papel importante, podendo fornecer dados fundamentais para
o monitoramento e fiscalizacdo destas contaminacées em nosso Pais. Para que isso
ocorra, metodologias confiaveis de analise sdo necessarias, a fim de obter
resultados que expressem com a maior confiabilidade possivel estas

contaminagodes.
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4 ARTIGOS CIENTIFICOS

Os manuscritos refletem a validagdo do meétodo analitico utilizado na

pesquisa e os resultados obtidos na pesquisa, conforme segue abaixo:

4.1 Artigo 1

DETERMINAQAO DE BIFENILOS POLICLORADOS EM MILHO ATRAVES DE
EXTRAQAO EM FASE SOLIDA SEGUIDA DE CROMATOGRAFIA A GAS
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Submetido para a Revista Quimica Nova

(configurado segundo as normas da revista)

4.2 Artigo 2

RESIDUOS DE BIFENILOS POLICLORADOS EM MILHO E FARINHA DE MILHO
DE DIFERENTES REGIOES DO ESTADO DO RIO GRANDE DO SUL, BRASIL

Submetido para a Revista Food Chemistry

(configurado segundo as normas da revista)
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Determination of polychlorinated biphenyls in corn by solid phase extraction

followed by gas chromatography mass spectrometry

Abstract

The present work describes the determination of polychlorinated biphenyls in
51 corn samples by solid phase extraction and analysis by GC-MS. The analytical
method was evaluated with following figures of merit for all PCBs: linearity (>0.99);
precision (<19.28%); recoveries (74,1-110,6%); limit of detection (0.005-0.02 ng g™);
limit of quantification (0.025-0.1 ng g*). The results showed contamination in the
analyzed samples in the following order: PCB 138 > PCB 180 > PCB 153 > PCB 52

> PCB 28 > PCB 10.

Keywords: PCB; corn; mass spectrometry
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INTRODUCAO

Os bifenilos policlorados (PCBs) sdo compostos organoclorados sintéticos,
pertencentes a classe dos poluentes organicos persistentes (POPs). Foram
amplamente utilizados na indastria a partir de 1930 devido a sua resisténcia a
acidos, altas temperaturas e correntes elétricas, além de serem substancias néo
inflamaveis."? Sua utilizacdo em diversos processos industriais originou uma ampla
contaminacdo do meio ambiente, e, consequentemente, de todos os alimentos que
fazem parte da cadeia alimentar. Devido ao fato destes compostos possuirem
grande afinidade pela matéria organica, os PCBs sdo adsorvidos facilmente pela
superficie de particulas, o que faz com que sejam levados até rios, mares e
oceanos, contaminando animais, vegetais e seres humanos.** O transporte
atmosférico caracteriza-se no principal mecanismo para dispersao global desses
compostos, influenciando o0 ecossistema de uma maneira preocupante e
permanente.>® As proporcdes da dispersdo e da transferéncia destes compostos
para 0s animais, vegetais e seres humanos sao dificeis de serem estimadas.

Diversos estudos demonstram que os PCBs podem causar danos a saude
dos seres humanos e animais, além do grande impacto ao ambiente. Em
consequéncia disso, seu uso e producédo foi severamente restrito ou banido em
muitos paises. No Japédo, a sua producédo e uso foram proibidos em 1972. No
mesmo ano, a Suécia restringiu a sua utilizacdo e producédo, os Estados Unidos o
fizeram em 1977, a Noruega em 1980, a Finlandia em 1985 e a Dinamarca em
1986.1 Em nosso pais, sua proibicdo ocorreu em 1981, embora ainda seja permitido
O Seu uso em equipamentos eletro-eletronicos antigos, até sua substituicdo por

produto isento de PCBs. Seu descarte e destinacao correta, porém, ainda tem sido o
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maior problema nos udltimos anos. Como consequéncia disso, casos de
armazenamento incorreto tém sido noticiados pelos meios de comunicacao.
Recentemente, em vistoria de rotina realizada pelo IBAMA nas dependéncias do
porto de Rio Grande/RS, foram encontradas, dentro de um armazém, 21 toneladas
do 6leo Ascarel® (denominacdo comercial no Brasil) em tonéis e transformadores
desativados. Além dos grandes riscos a saude, os impactos ambientais que o 6leo
pode causar sdo a contaminagdo do solo e da agua, 0s quais ameacam, em
especial, os lencéis freaticos.” Sendo assim, os seres vivos em geral encontram-se
expostos aos PCBs tanto diretamente, através da contaminacéo do ar, sedimentos e
agua, como indiretamente, através da dieta.

A maior concentracdo de PCBs, por serem compostos altamente lipofilicos e
apolares, é encontrada em alimentos gordurosos. Concentragcdes menores podem
estar presentes em verduras, cereais e frutas.®® Entretanto, as plantas s&o o
primeiro elo na cadeia alimentar e, portanto, o acimulo desses compostos pelos
vegetais € uma etapa importante para a transferéncia dos mesmos ao corpo
humano.'® Neste contexto, encontra-se o milho, cereal mais consumido no mundo, e
0 segundo mais produzido no Brasil. Do total produzido, cerca de 70% s&o
destinados a alimentacdo animal, utilizados principalmente para a fabricagcdo de
racdo, e 15% para a alimentacdo humana. E comumente consumido como milho
verde in natura, produto farinaceo e constitui ingrediente basico de uma série de
produtos industrializados formulados.'* A farinha de milho é muito utilizada na
culinaria brasileira em varias formas, sendo seu sabor bem aceito pelos
consumidores. E um produto de baixo custo e amplamente disponivel no mercado.*?

Por ser um dos cereais de maior importancia econémica no mundo, o milho é uma
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das espécies vegetais mais estudadas. Constantemente, programas de
melhoramento estdo buscando novos procedimentos para a obtencéo de variedades
mais produtivas, economicamente rentaveis, além de muitos esforcos vém sendo
realizados para entender sua origem e evolugéo. No entanto, 0 mesmo nao se pode
dizer em relagéo a estudos de contaminagao. Apesar do uso intensivo de pesticidas
no Brasil, hd poucos trabalhos publicados na literatura sobre a ocorréncia de
poluentes organicos persistentes em plantas,™® tais como o milho. A bioacumulacdo
dos compostos lipofilicos é outro fator de elevada relevancia para a pesquisa. Por
estas razdes, o desenvolvimento de métodos analiticos confiaveis para andlise de
PCBs em milho é necessario.

A determinacdo dos PCBs normalmente € realizada empregando-se
cromatografia a gas acoplada aos detectores de captura de elétrons, espectrometria
de massas, ou ambos. A espectrometria de massas com impacto de elétrons (El =
Electron Impact) tem sido utilizada em estudos recentes, tanto para identificar os
compostos individuais, como para sua quantificacdo. Ja a espectrometria de massas
com ionizacdo quimica negativa (NCI = Negative Chemical lonization) tem sua
utilizacao justificada por apresentar elevada sensibilidade, quando comparada ao
modo El, para a analise de compostos que apresentam grupos capturadores de
elétrons. Outros fatores importantes levados em consideracdo na escolha do método
analitico sdo os baixos niveis de deteccdo exigidos e a natureza complexa das
matrizes em que 0S compostos estdo presentes, 0 que exige uma preparacao
eficiente da amostra, assim como a deteccéo e identificacdo, em nivel de tracos.**

A crescente preocupacao sobre a seguranca alimentar exige procedimentos

mais rapidos, exatos, precisos e baratos. Para isso, a validacdo do método analitico
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€ de extrema importancia para garantir que este gere informacdes confiaveis e

interpretaveis sobre a amostra,®

oferecendo as agéncias reguladoras evidéncias
objetivas de que os métodos e sistemas s&o adequados para o uso proposto.’® Os
parametros a serem validados variam em funcéo do tipo de procedimento, de acordo
com as caracteristicas a serem estudadas e o método a aplicar. Os conceitos mais
importantes para validacdo do método analitico em geral sdo: linearidade,
sensibilidade, precisdo, exatiddo, recuperagcao, repetibilidade, reprodutibilidade,
especificidade, limite de deteccéo e limite de quantificacdo.*’

O objetivo do presente estudo foi validar um método de extracao, envolvendo
a utilizacdo de ultrassom e a extracdo em fase sélida, seguida de cromatografia a
gas acoplada de espectrometria de massas nos modos El e NCI, para determinar a

concentragdo de PCBs indicadores de contaminacdo ambiental em amostras de

milho coletadas no estado do Rio Grande do Sul, Brasil.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiais

Amostras

Para a realizacdo do presente estudo foram utilizadas 51 amostras de milho
em gréo, coletadas em diferentes cidades do Rio Grande do Sul entre janeiro de
2009 e setembro de 2010. Todas as amostras foram trituradas com auxilio de
moinho A1l Basic IKA e ultra-turrax T15 Basic IKA e, posteriormente, peneiradas em
malha 60 mesh. Logo apoés, foram armazenadas e mantidas em freezer a

temperatura de -18 °C, até a realizacdo das analises. Para os estudos de validacéo
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da metodologia analitica foram adquiridas amostras de milho para consumo

humano, junto ao comércio local.

Padroes

Uma solucdo estoque de PCBs, contendo 10 pg mL™, e uma solucdo de
trabalho, contendo 1 pg mL™ dos congéneres 10 (2,6 — diclorobifenil), 28 (2,4,4’ —
triclorobifenil), 52 (2,2’,5,5" — tetraclorobifenil), 138 (2,2’,3,4,4’,5’ — hexaclorobifenil),
153 (2,2’,4,4°',5,5 — hexaclorobifenil) e 180 (2,2’,3,4,4',5,5’ — heptaclorobifenil), foi
utilizada nas etapas de validacdo da metodologia e na identificacdo e quantificacao
dos compostos. Os padrdes foram adquiridos de SUPELCO, Inc., Bellefonte,

Pensilvania, USA, com certificado de pureza superior a 99%.

Reagentes

Os solventes e reagentes utilizados nas extracdes e ensaios cromatograficos
foram n-hexano Nanograde® com certificacdo para andlises de residuos de
pesticidas (Mallinckrodt Baker, Inc., NJ, USA), acetona grau residuo, iso-octano grau
residuo e &cido cloridrico PA (Vetec Quimica Fina Ltda, Duque de Caxias, RJ,

Brasil), além de cartuchos SPE contendo 1 g de florisil (Agilent Technologies).

Métodos

Extracdo dos PCBs
As amostras foram pesadas (20,0 £ 0,05 g) utilizando um Erlenmeyer. A

extragdo dos PCBs foi resultante da adicdo de 50 mL de uma mistura n-
hexano/acetona (1:1) e aplicacdo de banho de ultra-som, por 20 minutos. Logo apés

o extrato foi filtrado a vacuo, utilizando filtro GFA e transferido para um tubo de
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ensaio. Utilizando aparelho N-EVAP™

(Organomation Associate, Inc.) com auxilio
de gas nitrogénio, a amostra foi reduzida até um volume de 5 mL. Este volume
sofreu adicdo de 3 mL de uma solucdo de &cido cloridrico 1 molar, e agitado em
vortex por 30 segundos. Da fase organica foram retirados 2 mL, que por sua vez,
foram limpos através da eluicdo por cartucho SPE contendo florisil pré ativado com
n-hexano. Apos a eluicdo com mais 10 mL de n-hexano e adicdo de 1 mL de iso-
octano, as amostras foram novamente levadas a evaporacdo com N, até atingirem
aproximadamente 2 mL, transferidas para balédo volumétrico de 2 mL e aferidas com

iso-octano. Logo apos, foram transferidas para vials e entdo submetidas a anélise

cromatografica.

Andlise cromatogréfica

As analises foram efetuadas em um cromatégrafo a gas Agilent Technologies
6890N acoplado com espectrometro de massas modelo 5975B inert XL CI/El MSD.
Um microlitro dos extratos foi injetado usando injetor automatico split/splitless 7683
Agilent Technologies, no modo splitless. A temperatura do mesmo permaneceu
constante a 280 °C. A separacado dos PCBs foi realizada em uma coluna capilar de
silica fundida DB-5MS (J&W Scientific), com 30 m de comprimento, 0,25 mm de
diametro interno e 0,25 ym de espessura de fase estacionaria. O hélio foi utilizado
como gas de arraste sob pressao inicial de 10,39 psi. O fluxo, mantido constante, foi
de 1,2 mL min™. A programagcéo da temperatura do forno foi: 60 °C, permanecendo
por 1 min, taxa de aquecimento a 15 °C min™ até 220 °C, seguida de taxa de 20 °C
min™ até 300 °C, permanecendo por 4,33 min nesta temperatura. A temperatura da
linha de transferéncia permaneceu a 310 °C. Para os PCBs 10, 28 e 52 os espectros

e cromatogramas foram obtidos através de EI, com energia de 70 eV. As



56

temperaturas da fonte e do quadrupolo foram de 230 °C e 150 °C, respectivamente.
Para as analises dos congéneres 138, 152 e 180 utilizou-se o0 modo NCI. Como gas
ionizante usou-se metano a um fluxo otimizado de 40%. Para a fonte de ions e o
quadrupolo a temperatura foi de 150 °C. Ambos os métodos operaram em modo de
monitoramento do ion selecionado (SIM = Single lon Monitoring). A identificacdo e
quantificacdo dos compostos foram realizadas pela comparacdo dos tempos de
retencdo dos picos encontrados nas amostras com o0s tempos de retencao
individuais dos padrdes de bifenilos policlorados em estudo, sob as mesmas
condicdes de trabalho, bem como pela comparacdo da abundancia dos ions
majoritarios de cada um dos seis congéneres, obtidos a partir dos padrbes de
referéncia, com os ions encontrados na amostra. Na Tabela 1S, material
suplementar, encontram-se os parametros dos PCBs analisados por GC-MS no
modo de aquisicdo SIM (massa molar, modos de ionizagédo, tempos de retencao,

ions monitorados, tempo de janela e dwell time).

Validacdo do método analitico

Com o objetivo de confirmar a validade dos métodos de extracdo e das
analises dos PCBs nas amostras, foram avaliados o0s seguintes parametros:
seletividade, linearidade, limite de deteccado, limite de quantificacdo, precisdo e
exatidao.

Para o estudo de seletividade foram comparadas amostras testemunhas, que
corresponderam a matriz analisada, porém sem a contaminacdo dos analitos em
guestao, e amostras fortificadas com os padrdes dos PCBs. A faixa linear foi obtida

através da preparacdo de uma série de 12 brancos das amostras com adicdo de
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uma concentracdo variada dos bifenilos analisados. Avaliou-se uma curva preparada
com extratos de milho e a solucdo de trabalho dos PCBs. As concentracdes
utilizadas foram 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0; 10,0; 20,0; 50,0 e 100,0 ug L
! sendo injetados em triplicata a concentracdo de cada ponto da curva. Para obter os
dados da faixa de trabalho foi preparada uma curva analitica com 9 brancos da
amostra, usando a solucdo de trabalho contendo 1 ug mL™, dentro da faixa linear.
Considerou-se como faixa linear os pontos cujos valores de (S/Q)% estdo no
intervalo de 100 + 5, ou seja, pontos cujas razdes sinal/concentracdo nao diferem
mais de 5% do coeficiente angular da reta (a). Para verificar se 0s pontos
encontravam-se dentro da regido linear da curva, foi utilizado o teste da razéo entre
o sinal (S) e a concentracdo (Q), definida por (Si/Q;))% = (Si — b/Q;)x 100/a, onde b é
a intersecdo da reta no eixo y quando x € igual a zero. Os valores de S e Q foram
obtidos na construcdo da curva analitica, através dos parametros de area do pico e
concentracdo do analito.'® Em seguida, a representacdo grafica das respostas
relativas (area do sinal/concentracao) pelo logaritmo da concentracéo foi construida
e examinada para a investigacao de desvios da linearidade, sendo indicados como
outliers (valores extremos) 0s pontos com variacdo acima de 20%.

O valor designado como limite de deteccdo (LD) para todos os PCBs foi
determinado visualmente pela razdo sinal/ruido = 3, a partir de ensaios com
amostras brancas da matriz adicionadas em concentra¢des decrescentes a partir de
0,2 ng LY. Por sua vez, o limite de quantificacdo (LQ) foi obtido através da
preparacao de 7 brancos das amostras com adicdo de concentragdes variadas dos
PCBs préximas ao limite de deteccdo. Considerou-se o valor verdadeiro de LQ como

sendo a menor concentracdo que, ao ser fortificado na matriz, apresentar



58

recuperacoes entre 70 e 120%, com coeficiente de variacdo (CV) menor ou igual a
20%. O valor encontrado para o LQ de todos os PCBs foi incluido como o menor
ponto da curva de calibragéo.

A precisdo e a exatiddo foram avaliadas através das injecdes em triplicata de
um total de 18 amostras fortificadas em trés niveis de concentracbes conhecidos
para cada analito (spikes), os pontos extremos da curva e um ponto intermediario, e
6 amostras sem adicdo de spike. Para este estudo, as extracdes e analises foram
realizadas em dois dias distintos, com intervalo de uma semana entre eles. A
precisao foi avaliada utilizando-se a estimativa do CV para a repetibilidade (intra-dia)
e precisdo intermediaria (inter-dia). A exatidao foi avaliada através dos estudos de

recuperacao, definido como:

Recuperacédo (%) = (C, — C,/C3) x 100

Sendo C; a concentracdo do analito na amostra fortificada, C, a concentracao
do analito na amostra nao fortificada e C3 a concentracdo do analito adicionada a

amostra fortificada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Extracao

A extracdo dos PCBs seguiu os procedimentos convencionais utilizados para
analitos organicos em amostras de alimentos, comegando por uma etapa de
homogeneizacdo, seguida por extracdo liguida com uma ou varias etapas de
limpeza e purificagdo do extrato, a fim de remover co-extratores que possam

interferir na andlise final.'® Durante o desenvolvimento do método, diferentes
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solventes foram testados para a extracdo dos compostos, buscando as melhores
porcentagens de recuperacao. A Tabela 2S, material suplementar, mostra a média
das porcentagens de recuperacdo dos PCBs nestes testes, onde 9 brancos da
amostra foram fortificados com 3 concentracdes diferentes (10, 20 e 50 pg L™?) e
extraidos com 3 diferentes solventes (n=3x3) (n-hexano, n-hexano e acetona (1:1) e
n-hexano e acetado de etila (1:1). A escolha do solvente mais adequado foi baseada
em trés critérios: percentuais de recuperacdo, menor desvio padrdo e menor
interferéncia da matriz no sinal dos compostos visualizados no cromatograma. Os
melhores resultados foram obtidos com a mistura n-hexano e acetona, com
recuperacdes que variaram entre 87,26 e 95,35 %.

Apbés a escolha do melhor solvente para a extracdo, foram avaliados
diferentes tempos de sonicacédo da amostra, que variaram de 20 minutos a 1 hora. A
extracdo com uso de ultrasom é uma técnica que tem sido amplamente aplicada
para a extracdo de pesticidas e PCBs em varias amostras ambientais.?’ A principal
razdo para a aplicacdo da energia acustica é que ela aumenta a lavagem dos
alimentos. O mecanismo predominante para esta lavagem é mecanico e inclui a
abrasdo das particulas alimentares suspensas no solvente, levando a remocéo de
contaminantes superficiais, assim como a melhora na lixiviagdo dos contaminantes
do interior das particulas.”* Os resultados dos testes demonstraram que a variacdo
do tempo néo interfere na extracdo dos analitos. Tais resultados encontram-se de
acordo com os obtidos anteriormente por outros autores que utilizaram métodos
semelhantes ao do presente estudo.?*?3

Testes para a limpeza da amostra foram realizados utilizando-se diferentes

solventes, eluidos em colunas de extracdo em fase solida constituidas de florisil.
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Para a analise de alimentos, existem no comércio diversos tipos de sorventes.
Porém, o material mais utilizado € a silica, por ser reativo o suficiente para permitir a
modificacdo de sua superficie por meio de reacdes quimicas, além de ser
suficientemente estavel para utilizagdo em uma vasta gama de solucdes.** Com o
auxilio de SPE, varias amostras podem ser tratadas, em paralelo, com quantidades
relativamente pequenas de solvente. Permite ainda a remogao simultanea de
substancias interferentes e a concentracdo dos analitos. Para este estudo foram
utilizadas 12 amostras brancas, fortificadas com 3 diferentes concentragdes (10, 20
e 50 pg L) dos PCBs de interesse (n=3x4). Estas amostras foram divididas em 4
grupos, e os resultados encontram-se na Tabela 3S, material suplementar.
Conforme podemos observar, as eluicdes com n-hexano (Testes C e D)
demonstraram-se mais eficientes, levando em consideracdo o0s critérios acima
citados. A quantidade de n-hexano utilizado nestes testes nao interferiu na
porcentagem de recuperacdo, sendo o volume de 10 mL escolhido para o método

proposto.

Validagdo do método

Seletividade

O meétodo proposto apresentou boa seletividade. A Figura 1S, material
suplementar, apresenta cromatogramas de amostras testemunha (amostras
correspondentes a matriz analisada, isenta de contaminacdo pelos analitos em

estudo), sobrepostas com os cromatogramas dos brancos das amostras fortificadas

com os PCBs. Pode-se observar que ndo existem picos cromatograficos nas
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amostras testemunha no mesmo tempo de retencdo dos cromatogramas das

amostras contendo os bifenilos policlorados.

Linearidade, limites de deteccao e de quantificacéao

A linearidade foi determinada através de curvas analiticas, e os resultados
encontram-se na Tabela 1. Primeiramente, foi determinada a faixa linear, definida
como sendo a faixa de concentracdo na qual a sensibilidade pode ser considerada
constante.?* Para os estudos de linearidade propostos a curva ndo se comportou de
forma linear por toda a sua extensdo, apesar de apresentar um coeficiente de
correlagdo maior que 0,99. Os valores de (S/Q)% apresentaram variacdo maior que
5% do coeficiente angular da reta. Devido a esse fato, foram escolhidas duas faixas
de trabalho, uma de 0,10 a 2,5 ug L™ e outra de 2,5 a 50,0 pug L™. As duas curvas
analiticas separadas apresentaram valores de (S/Q)% satisfatérios. Os estudos de
linearidade do método analitico também foram realizados mediante o coeficiente de
correlacdo das retas obtidas. O coeficiente de correlagdo informa o grau de relagéao
entre as variaveis, de como as trocas de uma produzem efeitos diretos sobre a
outra.?® Neste caso, uma das variaveis é a concentracéo de cada um dos compostos
e a outra, a resposta instrumental, em forma de area do sinal cromatografico. Para
todos os compostos, os coeficientes de correlacédo foram superiores a 0,99, dentro
dos padrdes recomendados pela ANVISA?® e INMETRO.*

Os limites de deteccéo (LD) do método validado foram de 0,02 ng g™ para o
PCB 10, de 0,01 ng g™ para os PCBs 28 e 52, e de 0,005 ng g™ para os PCBs 138,

153 e 180. J4 os limites de quantificacdo (LQ) foram de 0,10 ng g* para o PCB 10,
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de 0,05 ng g* para os PCBs 28 e 52, e de 0,025 ng g* para os PCBs 138, 153 e

180.

Precisdo e Exatidao
A precisdo do método analitico foi medida pelo grau de concordancia

’ utilizando o coeficiente de

entre os resultados obtidos de uma mesma amostra,*
variagao (CV). Para o presente estudo avaliou-se a precisdo em condi¢cdes de
repetibilidade (intra-dia) e de precisao intermediaria (inter-dia). Os resultados para 0s
valores de coeficiente de variacao ficaram entre 0,51 e 17,02% para a repetibilidade,
enquanto para a precisdo intermediaria os valores variaram de 2,14 a 19,28%. Os
resultados obtidos sé@o aceitaveis, pois para métodos de analise de tracos, como é o
caso da andlise de residuos de PCBs, sdo aceitos coeficientes de variacdo de até
20%, dependendo da complexidade da amostra.'®> Para a exatiddo do método
analitico foi calculada a porcentagem de recuperacdo, que reflete a quantidade de
determinado analito que foi recuperado no processo, em relacdo a quantidade real
presente na amostra. Trés niveis de fortificacdo foram usados. No método proposto,
as recuperacgOes variaram entre 74,1 e 110,6 % (Tabela 2), valores dentro dos

intervalos aceitaveis de recuperacéo para anélise de residuos®®, que estdo entre 70

e 120%.

Determinacao de PCBs nas amostras de milho
ApoOs a validagdo do método, o mesmo foi aplicado para analisar os
congéneres de PCBs em 51 amostras de milho, obtidas de diferentes cidades do

estado de Rio Grande do Sul, Brasil. As Figuras 1 e 2 apresentam cromatogramas
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de GC-MS nos modos El e NCI, respectivamente, de uma amostra de milho
contaminada. Na Tabela 3 apresentam-se os resultados obtidos. O PCB 180 foi o
gue obteve a maior frequéncia dentre os compostos analisados, sendo detectado
acima do LQ em mais de 39 % das amostras, seguido do PCB 138, detectado em
mais de 33 %. Os PCBs 153 e 52 vieram logo a seguir, presentes em mais de 31 e
21 % das amostras, respectivamente. JA os PCBs 28 e 10 foram 0s menos
detectados, com frequéncias de 13,72 % (PCB 28) e de 1,96 % (PCB 10). As médias
tiveram comportamento semelhantes aos das frequéncias, apresentando-se como
segue: PCB 138 > PCB 180 > PCB 153 > PCB 52 > PCB 28 > PCB 10.

A legislacéo brasileira determina limites maximos de residuos somente para
alimentos de origem animal, mais especificamente para carne, leite e pescados
(BRASIL, 2010).%” Para alimentos de origem vegetal, como é o caso do milho, néo
hé limites estabelecidos.

Dentre a bibliografia consultada, ndo foram encontrados estudos que
reportassem diretamente a contaminacdo de milho por PCBs. Porém, estudos
investigando a contaminacdo de alimentos de origem animal provenientes do
mesmo Estado foram realizados anteriormente, constatando a presenca de PCBs
em leite, queijo e produtos carneos.?®*3° Embora os valores encontrados nestes
estudos tenham se apresentado abaixo do limite maximo permitido pela legislacéo, a
contaminagdo nos alimentos desta regido é evidente. Em outro estudo recente,
realizado com amostras de soro de corddo umbilical de bebés nascidos do estado
do Rio Grande do Sul, uma elevada contaminacéo foi detectada,*! confirmando que

ainda existem fontes importantes de contaminacgao na regido estudada.
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CONCLUSOES

O método de extracdo envolvendo a utilizagcdo de ultra-som e a
extracdo em fase sélida, seguida de cromatografia a gas acoplada de espectrometria
de massas nos modos El e NCI foi validado, demonstrando ser sensivel, linear,
preciso e exato, podendo ser utilizado em andlises de rotina. Adicionalmente, a
determinacdo dos PCBs em amostras reais de milho demonstrou a conformidade do
método proposto. Os niveis de PCBs detectados nas 51 amostras analisadas
demonstraram a presenca de contaminagdo em alimentos de origem vegetal do
estado do Rio Grande do Sul, a exemplo do que ja foi demonstrado em estudos
anteriores em alimentos de origem animal do mesmo estado. Como este € o primeiro
estudo realizado envolvendo a contaminac&o de milho por PCBs, novos estudos sao
necessarios para que se possam determinar as causas desta contaminacdo, bem
como estabelecer parametros para a elaboracdo de uma legislacdo que estabeleca

limites maximos de residuos para alimentos de origem vegetal.
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Figura 1. Cromatograma (GC-MS no modo El) de uma amostra de milho
contaminada, onde: tg = 10,73 min: PCB 10, tr = 12,61 min: PCB 28, tr = 13,02:

PCB 52.

Figura 2. Cromatograma (GC-MS no modo NCI) de uma amostra de milho
contaminada, onde: tg = 15,09 min: PCB 153, t = 15,37 min: PCB 138, tr = 16,04:

PCB 180.
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Tabela 1. Resultados obtidos nas provas de linearidade.

PCB Faixa de trabalho Coeficiente de .
(g L'l) correlacdo (r) Equacéao da curva
PCB 10 0,099 - 2,475 0,996 y = 63388,8x — 16,959
2,475 - 49,50 0,999 y =5601,2x + 2291,1
PCB 28 0,100 — 2,498 0,999 y = 4504,6x + 243,27
2,498 — 49,95 0,999 y = 3984,6x + 1613,2
PCB 52 0,099 -2,475 0,997 y = 3153x + 300,7
2,475 — 49,500 0,999 y =3182,5x + 341,04
PCB 153 0,100 — 2,498 0,998 y = 62286x — 1295
2,498 — 49,950 0,997 y =54011x + 57897
PCB 138 0,099 — 2,475 0,999 y = 38292x + 738,16
2,475 — 49,500 0,999 y = 30762x + 39308
PCB 180 0,099 — 2,478 0,999 y = 104091x + 3111,6
2,478 - 49,550 0,994 y = 80569x + 131533

Tabela 2. Resultados obtidos para as provas de recuperagéo (n = 18).

Composto Niveis de fortificacdo (ug L™) Recuperacéo (%) CV (%)
PCB 10 0,990 74,10 8,68
9,900 81,84 2,61
49,500 82,63 2,63
PCB 28 0,999 97,07 17,02
9,990 78,96 2,40
49,950 80,51 2,14
PCB 52 0,990 110,60 19,28
9,900 109,10 2,19
49,500 106,06 3,35
PCB 138 0,999 89,65 11,84
9,990 81,46 3,51
49,950 93,76 11,83
PCB 153 0,990 90,07 2,67
9,900 84,34 1,69
49,500 97,60 4,27
PCB 180 0,991 89,60 4,85
9,910 81,28 4,75
49,550 91,39 2,83

CV: Coeficiente de variacao.



Tabela 3. Frequéncias de determinacdo e concentracées dos PCBs em ng
mL™ (média + desvio-padrdo, mediana, minimo e maximo) em milho (n = 51).

PCB n>LQ (%) Média + DP Mediana Minimo Maximo
PCB 10 1(1,96) 0,00 = 0,02 0,00 0,00 0,16
PCB 28 7 (13,72) 0,03 = 0,07 0,00 0,00 0,30
PCB 52 11 (21,56) 0,05+0,11 0,00 0,00 0,53
PCB 153 16 (31,37) 0,07 +0,13 0,00 0,00 0,62
PCB 138 17 (33,33) 0,13+0,38 0,00 0,00 2,54
PCB 180 20 (39,21) 0,11 + 0,24 0,00 0,00 1,37

n: Nimero de amostras. DP: Desvio-padrao. Valores abaixo do LD foram considerados como
zero e valores entre o LD e LQ foram considerados como LOQ/2 para o calculo da média e
mediana. LD: 0,02 ng g™ (PCB 10), 0,01 ng g™ (PCBs 28 e 52), 0,005 ng g (PCBs 138, 153
e 180). LQ: 0,1 ng g (PCB 10), 0,05 ng g™ (PCBs 28 e 52), 0,025 ng g™ (PCBs 138, 153 e
180).
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Tabela 1S. Parametros dos PCBs analisados por GC-MS no modo de aquisi¢do SIM

(massa molar, modos de ionizagéo, tempos de retencdo, ions monitorados, tempo

de janela e dwell time).

Composto Massa .Mo_do d~e R.T ig_n fons qualificadores _Tempo d.e D.WE”

molar ionizagéo (min)  quantificador janela (min)  time
PCB 10 222 10,73 222 152,1; 224 10,0-11,5 100
PCB 28 256 El 12,61 256 186; 258; 260 115-129 100
PCB 52 290 13,02 291,9 220; 222; 289,9 129 -13,5 100
PCB 153 358 15,05 359,8 357,8;361,8; 363,8  14,5-15,2 100
PCB 138 358 Cl 15,33 359,8 357,8;361,8; 3638 152-155 100
PCB 180 392 15,99 393,8 359,8; 361,8; 3958  155-16,5 100

RT: Tempo de retencao.

Tabela 2S. Porcentagens de recuperacao dos PCBs extraidos em
testes com diferentes solventes.

PCBs Recuperacao (%) + DP
n-Hexano n-Hexano + Acetona (1:1) n-Hexano + Acetato de Etila (1:1)

PCB10 84,69+4,19 90,03 + 2,66 73,75+ 3,99
PCB28 81,50+ 3,17 90,71 +1,14 74,72 + 4,98
PCB52 80,48 2,90 93,43+ 2,92 74,92 + 6,40
PCB 153 78,38+ 1,55 87,26 + 7,03 66,68 + 2,32
PCB 138 82,47 + 3,20 95,35+0,91 64,92 + 3,46
PCB 180 83,33+245 90,18 £ 0,85 63,43+2,32




Tabela 3S. Porcentagens de recuperacdo dos PCBs apos testes de eluicdo
com diferentes solventes.

PCBs Recuperacao (%) = DP
Teste A Teste B Teste C Teste D

PCB 10 70,58 = 3,39 70,25+ 2,58 78,15 + 2,58 85,26+ 2,10
PCB 28 65,00 = 1,36 77,77 £ 4,85 88,58 + 3,02 90,23+ 3,12
PCB 52 77,25+ 3,48 83,99 £ 5,53 105,54 £ 2,74 113,77 £ 3,11
PCB 153 57,25 + 3,06 65,63 + 6,32 90,63 + 3,58 84,12 + 2,89
PCB 138 60,12 + 4,25 69,25 + 3,27 88,20+ 1,58 83,25+4,01
PCB 180 55,21 +291 65,24 + 4,88 84,56 + 2,07 89,27 +1,09

Teste A: 5 mL (Eter Etilico 6% em Eter de Petroleo) + 7 mL (Eter Etilico 15% em Eter de

Petrdleo). ) )
Teste B: 10 mL (Eter Etilico 50% em Eter de Petrdleo)

Teste C: 10 mL n-Hexano.
Teste D: 15 mL n-Hexano.

73
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Figura 1S. Sobreposicdo dos cromatogramas de amostra testemunha e amostra
fortificada com os PCBs.
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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo determinar PCBs em 151 amostras de milho
em gréo e farinha de milho do estado do Rio Grande do Sul, Brasil, relacionando-os com a
regido de coleta, ano de producéo, % de gordura e tipo de farinha. A extracéo e purificacdo
foram realizadas por SPE, seguido de GC-MS. As amostras apresentaram contaminagao, com
prevaléncia dos congéneres 138, 180, 153 e 52. A farinha de milho apresentou maiores
concentragfes quando relacionada ao milho em grdo, porém, entre os tipos de farinha (fina,
média e grossa), ndo houve diferenca significativa. Ja a % de gordura presente nas farinhas
demonstrou grande influéncia na concentracdo de PCBs detectados, com significancia
estatistica para todos os congéneres estudados (p<0,01). A regido nordeste diferiu
significativamente das demais, apresentando as maiores concentragdes (p<0,05). Quanto a
safra, as amostras de 2010 apresentaram concentraces menores que as de 2009. Estes
resultados demonstram que o estado do Rio Grande do Sul apresenta fontes importantes de
contaminagéo, apesar de ter sido observado uma diminui¢do nas concentragdes de um ano
para 0 outro. Este é o primeiro estudo realizado demonstrando a contaminacéo por PCBs em

alimentos de origem vegetal do Brasil.

Palavras-chave: PCBs, milho em gréo, farinha de milho, GC-MS
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Introducéo

Os bifenilos policlorados sdo compostos quimicos sintéticos que foram
intencionalmente produzidos pela inddstria na forma de misturas técnicas, sendo destinados
para uso como fluidos dielétricos, conservantes de pesticidas, plasticidas, adesivos, entre
outros (WHO, 1993). Pertencem a um grupo de contaminantes altamente persistentes e com
ampla distribuicdo no meio ambiente, demonstrando ser um potencial risco para a saude
humana (Storelli, Barone, Perrone & Giacominelli-Stuffler, 2011). Suas propriedades toxicas
incluem, entre outros, potencial carcinogénico (Prince et al., 2006) e teratogénico (Mohr,
Schwanz, Wagner, Mozzaquatro, Lorenzoni & Costabeber, 2011), motivo pela qual sua
fabricacdo e utilizacdo foram proibidas ha trés décadas na maioria dos paises, entre eles, 0
Brasil.

A ingestdo através dos alimentos é a principal forma da exposicdo humana a estes
compostos tdxicos, a qual contribui com mais de 90% do total quando comparada as outras
formas de contaminacdo, tais como a inalacdo e a absorcdo dérmica (Bordajandi, Martin,
Abad, Rivera & Gonzéles, 2006). Dentre os alimentos que mais contribuem para esta ingestao
destacam-se os alimentos de origem animal, devido ao fato de que possuem maior quantidade
de gordura para absorver e armazenar 0os PCBs, que sdo altamente lipofilicos. Estes alimentos,
em especial os pescados, sao muito mais contaminados do que os alimentos de origem vegetal
(Tornkvist, Glynn, Aune, Darnerud & Ankarberg, 2011), sendo que 0s peixes podem
contribuir com até 50% do total da ingestdo diaria de PCBs (Voorspoels, Covaci & Neels,
2008). Porém, algumas dietas, como no estado do Rio Grande do Sul, Brasil, s&o ricas em
cereais e outros vegetais, tais como o milho em gréos e a farinha de milho, os quais podem
contribuir significativamente para o total da ingestdo diaria destes contaminantes atraves dos

alimentos. Experimentos realizados com alimentos cultivados em areas cujo solo apresentou
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niveis consideraves de PCBs demonstraram que 0s mesmos absorvem e bioconcentram estes
compostos em suas raizes, caules e folhas (Kacdlkowa & Tlustos, 2011; Chrysikou,
Gemenetzis, Kouras, Manoli, Terzi & Samara, 2008), comprovando a presenca de
contaminacdo nos alimentos de origem vegetal. Outros estudos recentes também detectaram a
presenca de PCBs em frutas, verduras, legumes e cereais de diversas espécies (Grassi, Fattore,
Generoso, Fanelli, Arvati & Zuccato, 2010; Zhang et al., 2008). Entretanto, para o milho
destinado a alimentacdo humana, ndo foram encontrados estudos que reportem a analise de
contaminantes persistentes.

Para um melhor entendimento destas contaminagdes, 0 presente estudo teve como
objetivo determinar PCBs em amostras de milho em gréo e farinha de milho coletadas em
diferentes regides do estado do Rio Grande do Sul durante os anos de 2009 e 2010,
relacionando os niveis detectados com a regido de coleta, ano de producdo, teor de gordura e
tipo de farinha. Além disso, calculou-se a Ingestdo Diaria Estimada (IDE) a partir das

concentracdes encontradas nas amostras de milho em gréo e farinha de milho analisadas.

2. Material e métodos

2.1. Amostras

Para o presente estudo foi analisado um total de 151 amostras, sendo 51 de milho em
gréo e 100 de farinha de milho, obtidas de 49 diferentes cidades de varias regiées do estado
do Rio Grande do Sul, Brasil, entre janeiro de 2009 e setembro de 2010. As amostras foram
coletadas das seguintes regides: noroeste (n=24), nordeste (n=18), centro (n=50),
metropolitana (n=56) e sudeste (n=3). Todas as amostras foram trituradas utilizando-se um

moinho All Basic IKA e ultra-turrax T15 Basic IKA e, posteriormente, passadas por uma
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peneira de malha 60 mesh. Logo apo6s, foram armazenadas e mantidas em freezer a

temperatura de -18°C, até a realizagdo das anélises.

2.2. Padrdes e reagentes

Uma solucéo estoque de PCBs, contendo 10 pg mL™, e uma solucéo de trabalho,
contendo 1 pug mL™ dos congéneres 10 (2,6 — diclorobifenil), 28 (2,4,4” — triclorobifenil), 52
(2,2°,5,5" — tetraclorobifenil), 138 (2,2°,3,4,4’,5’ — hexaclorobifenil), 153 (2,2°,4,4°,5,5 —
hexaclorobifenil) e 180 (2,2°,3,4,4°,5,5° — heptaclorobifenil), foi utilizada nas etapas de
validacdo do método cientifico e na identificacdo e quantificagdo dos compostos (SUPELCO,
Inc., Bellefonte, Pensilvania, USA). Como solventes e reagentes foram utilizados n-hexano
Nanograde® com certificagdo para anélises de residuos de pesticidas (Mallinckrodt Baker,
Inc., NJ, USA), acetona grau residuo, iso-octano grau residuo, &cido cloridrico PA, sulfato de
sodio anidro PA, cloroférmio PA e metanol PA (Vetec Quimica Fina Ltda, Duque de Caxias,
RJ, Brasil), além de cartuchos SPE contendo 1 g de florisil (Agilent Technologies) e de

nitrogénio 5.0 grau analitico (White Martins, Praxair Inc., Brasil).

2.3. Extracado

As amostras trituradas foram pesadas (20,0 + 0,05 g) utilizando-se um erlenmeyer. A
extracdo dos PCBs foi resultante da adigédo de 50 mL de uma mistura n-hexano/acetona (1:1) e
aplicacdo de banho de ultrassom, por 20 minutos. Logo apo6s, o extrato foi filtrado a vacuo,
utilizando filtro GFA, e transferido para um tubo de ensaio. Utilizando-se o aparelho N-
EVAP™ (Organomation Associate, Inc.) com auxilio de gas nitrogénio, a amostra foi
reduzida até um volume de 5 mL, seguida da adicdo de 3 mL de solucdo de &cido cloridrico 1

molar e agitagdo em vortex por 30 segundos.
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2.4. Clean-up

Do volume extraido foram retirados 2 mL, os quais foram limpos através cartucho
SPE contendo florisil pré-ativado com n-hexano. Apés a eluicdo com 10 mL de n-hexano e 1
mL de iso-octano, as amostras foram novamente levadas a evaporacdo com N, até atingirem
aproximadamente 2 mL, transferidas para baldo volumétrico de 2 mL e aferidas com iso-

octano, sendo em seguida transferidas para vials e submetidas a analise cromatogréafica.

2.5. Analises cromatogréficas

As analises foram efetuadas em um cromatdgrafo a gas Agilent Technologies 6890N
acoplado com espectrometro de massas modelo 5975B inert XL CI/ElI MSD. Um microlitro
dos extratos foi injetado usando injetor automatico split/splitless 7683 Agilent Technologies,
no modo splitless. A temperatura do mesmo permaneceu constante a 280 °C. A separagdo dos
PCB:s foi realizada em uma coluna capilar de silica fundida DB-5MS (J&W Scientific), com
30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 pm de espessura de fase
estacionaria. O hélio foi utilizado como gés de arraste sob pressdo inicial de 10,39 psi. O
fluxo, mantido constante, foi de 1,2 mL min™. A programacdo da temperatura do forno foi:
60°C (1 min), 15 °C min™ até 220 °C, 20 °C min™ até 300 °C (4,33 min). A temperatura da
linha de transferéncia permaneceu a 310 °C. Para os PCBs 10, 28 e 52 o0s espectros e
cromatogramas foram obtidos através do modo EIl (impacto de elétrons), com energia de
70eV. As temperaturas da fonte e do quadrupolo foram de 230 °C e 150 °C, respectivamente.
Para as analises dos congéneres 138, 152 e 180 utilizou-se 0 modo NCI (ionizacdo quimica
negativa). Como gas ionizante usou-se metano a um fluxo otimizado de 40%. Para a fonte de
ions e 0 quadrupolo a temperatura foi de 150 °C. Ambos os métodos operaram em modo de

monitoramento do ion selecionado (SIM = Single lon Monitoring). A identificacdo e
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quantificacdo dos compostos foram realizadas pela comparacdo dos tempos de retencdo dos
picos encontrados nas amostras com os tempos de retencdo individuais dos padrdes de
bifenilos policlorados em estudo, sob as mesmas condi¢bes de trabalho, bem como pela
comparacdo da abundancia dos ions majoritarios de cada um dos seis congéneres, obtidos a
partir dos padrdes de referéncia, com os ions encontrados na amostra. Os ions selecionados
foram m/z 152.1, 222 e 224 (PCB 10); m/z 186, 256, 258 e 260 (PCB 28); m/z 220, 222, 289 e
291 (PCB 52); m/z 357.8, 359.8, 361.8 e 363.8 (PCB 153); m/z 357.8, 359.8, 361.8 e 363.8

(PCB 138); m/z 359.8, 361.8, 393.8 e 3995.8 (PCB 180).

2.6. Determinacao do teor de gordura

A determinacéo da gordura nas amostras de milho em grédo e farinha de milho seguiu o
método descrito por Bligh and Dyer (1959). Em um erlenmeyer pesou-se 3,0 + 0,01g da
amostra triturada e adicionou-se 10 mL de cloroférmio, 20 mL de metanol e 8 mL de agua
destilada. O erlenmeyer hermeticamente tampado foi entdo colocado em um agitador rotatério
por 30 min. Em seguida, adicionou-se 10 mL de cloroférmio e 10 mL de solug&o de sulfato de
sodio 1,5% e levou-se a agitacdo por mais 2 min. Colocou-se o conteido em um baldo de
separacdo e esperou-se a total separacdo das fases. Retirou-se a fase inferior do baldo e
filtrou-se com 1g de sulfato de sddio anidro e papel filtro. O filtrado foi levado a estufa com

temperatura de 45 °C, até evaporacédo do solvente.

2.7. Controle de Qualidade
O meétodo proposto foi previamente validado, obtendo-se resultados satisfatorios para
todos os parametros testados, incluindo seletividade e linearidade. O coeficiente de variacdo

(CV) da precisao intra-dia variou entre 0,5 e 17%, enquanto que o CV da precisao inter-dia
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ficou entre 2,1 e 19,2%. A porcentagem de recuperacdo media ficou entre 74,1 e 110,6%. O
limite de detecgdo (LOD) foi de 0,02 ng mL™ para o PCB 10, de 0,01 ng mL™ para os PCBs
28 e 52, e de 0,005 ng mL™ para os PCBs 138, 153 e 180, enquanto que o limite de
quantificacéo (LOQ) foi de 0,1 ng mL™ para o PCB 10, de 0,05 ng mL™ para os PCBs 28 e
52, e de 0,025 ng mL™ para os PCBs 138, 153 e 180. Brancos foram feitos para cada lote de

amostras extraidas, com o objetivo de identificar possiveis interferentes.

2.8. Analises estatisticas

Os dados foram analisados pelo software Statistica® 6.0. O teste t de Student foi
utilizado para relacionar as concentracbes de PCBs entre as amostras de milho em gréo e
farinha de milho e entre as amostras coletadas nos anos de 2009 e 2010. A analise de
variancia (ANOVA) foi aplicada para relacionar as médias das contaminacBes entre as
diferentes regides de origem, enquanto que os teores de gordura e 0s niveis de contaminacgao
dos PCBs foram avaliados por testes de correlagdo linear simples, utilizando-se o coeficiente
de Spearman. As diferencas foram consideradas com no minimo 5% de significancia

(p<0,05).

3. Resultados e discusséo

Pesquisas realizadas com alimentos de origem animal e amostras biologicas
provenientes do mesmo estado comprovaram a presenca de contaminacgdo na regido estudada
(Santos, Xavier, Ries, Costabeber & Emanuelli, 2006; Heck, Santos, Bogusz Junior,
Costabeber & Emanuelli, 2007; Mohr, Schwanz, Wagner, Soldatelli & Costabeber, 2011). O
mesmo se repetiu com o presente estudo, conforme podemos observar na Tabela 1, onde estdo

expressos os resultados das analises das amostras de milho em grdo e farinha de milho. Os



83

PCBs com maior nimero de atomos de cloro em sua composicao foram 0s que apresentaram
maior frequéncia e as maiores médias (PCBs 138, 180 e 153), comprovando o fato de que os
congéneres mais clorados sdo também os mais persistentes e 0s mais detectados em amostras
de alimentos (Shen et al., 2009; Malisch & Dilara, 2007). Estes PCBs, juntamente com o0s
congéneres 28, 52, 101 e 118, sdo denominados os “7 indicadores”, responsaveis pela maior
parte da contaminacdo ambiental existente no mundo (WHO, 1993). Estudos realizados na
Itdlia com produtos vegetais também mostraram resultados semelhantes para frutas e legumes,
com uma maior concentracdo dos congéneres mais clorados (Grassi et al., 2010; Fattore,
Fanelli, Dellatte, Turrini & di Domenico, 2008). Porém, para cereais e produtos derivados,
Fattore et al. (2008) detectaram maiores concentragdes dos PCBs 28 e 52, a exemplo do que
foi constatado por Erdogrul (2007) em amostras de mel da Turquia. Dentre a literatura
consultada, ndo foram encontrados estudos que reportassem diretamente as concentracdes de
PCBs em gréos de milho e farinha de milho. Também néo ha limites estabelecidos para PCBs
em alimentos de origem vegetal na legislacdo brasileira, existindo somente limites para
produtos de origem animal, os quais se reportam aos valores maximos permitidos dos
congéneres 101, 118, 138, 153 e 180 (16 ng g* de gordura para cada um dos congéneres em
carne bovina; 2 ng mL™ para o somatério destes congéneres para leite bovino; e 50 ng g™ para
0 somatario destes congéneres para peixe de cultivo) (Brasil, 2010).

Analisando a diferenca entre os dois tipos de amostras, podemos observar que a
farinha de milho apresentou uma contaminacdo superior para todos os PCBs analisados
(Tabela 2), com diferenca significativa para os congéneres 52, 153, 138 e 180. Tal fato pode
ser atribuido ao processamento dos graos de milho para obtengéo da farinha, que necessita de
moagem, torra, entre outros processos industriais, aumentando as chances de contaminacéao

quando comparada ao milho em grdo. Em um estudo realizado por Perello, Marti-Cid, Castell,
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Llobet & Domingo (2010), a contaminacdo por PCBs em diversos alimentos foi analisada
antes e apds serem fritos, assados ou cozidos, encontrando divergéncias de acordo com o tipo
de alimento. Portanto, em termos gerais, 0 processamento sofrido pelo alimento ndo pode ser
levado em consideragdo como um fato isolado para determinar as causas da contaminacao de
alimentos por PCBs. Outrossim, em um estudo anterior realizado na Sérvia com farinha de
trigo integral, uma contaminag&o significativa foi detectada para os mesmos PCBs do presente
estudo, com niveis variando de 0,02 ng g* para o PCB 180, e 0,24 ng g™ para o PCB 28
(Biljana, 2008), comprovando a presenca destes compostos em farinhas. Outro fato que pode
ser levado em consideracdo na busca de justificativas para a diferenca nos niveis de PCBs em
milho em gréo e farinha de milho é o teor de umidade destes alimentos. A farinha de milho,
que apresentou niveis superiores de contaminacdo, possui uma umidade média de 11,8%
(UNICAMP, 2006), enquanto que o milho em grdo contém em média 14% de umidade
(EMBRAPA, 2011). Desta forma, os niveis de PCBs na farinha de milho estariam mais
concentrados do que no milho em gréo, devido ao teor de umidade menor.

A representacdo grafica da contaminacdo nos diferentes tipos de farinha de milho
analisadas (grossa, média e fina) pode ser observada na Figura 1. Embora os niveis detectados
ndo tenham apresentado diferenca estatistica significativa, uma concentracdo superior foi
apresentada pelas farinhas médias (YPCBs = 1,54 ng g*) e grossas (YPCBs = 1,51 ng g™?),
quando comparadas as farinhas finas (YPCBs = 0,60 ng g). Este fato pode ser devido &
porcentagem de gordura das farinhas, que apresentaram valores médios de 1,92% nas farinhas
grossas, de 1,59% nas farinhas médias, e de 1,47% nas farinhas finas. Os milhos em gréo,
porém, apresentaram uma porcentagem de gordura bem superior as farinhas (4,53%), embora
0os niveis de PCBs tenham sido inferiores, conforme ja reportado anteriormente.

Correlacionando-se os niveis de PCBs com a % de gordura das amostras (Tabela 3), pode-se
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observar que os diferentes tipos de farinhas de milho apresentaram coeficientes significativos
para todos os congéneres (p<0,01), enquanto que os milhos em grdo apresentaram diferenga
significativa apenas para o PCB 52 (p<0,05). Ao observar as concentracdes detectadas na
farinha de milho, portanto, comprova-se o fato de que os PCBs séo lipofilicos, acumulando-se
também na fracdo de gordura dos vegetais.

Alimentos coletados de diferentes regides apresentaram diferencas significativas nas
concentragOes de PCBs em estudos realizados anteriormente (Costabeber et al., 2006; Zuccato
et al., 2008). Em nosso estudo, foram analisadas amostras coletadas de cinco diferentes
regides do estado do Rio Grande do Sul, Brasil. A Tabela 4 apresenta a analise de variancia
entre as regides estudadas, onde observamos que a regido nordeste apresentou as maiores
concentracdes de PCBs para todos os congéneres (Y PCBs=2,957 ng g), diferindo
significativamente da maioria das outras regides. A maior parte das amostras coletadas desta
regido é proveniente da cidade de Caxias do Sul, cidade esta que é altamente industrializada, o
que pode explicar a elevada contaminacdo detectada, a exemplo do que ocorreu com a regido
metropolitana (YPCBs=1,299 ng g?), regido esta que foi a segunda a apresentar a maior
contaminacdo. J& a regido noroeste foi a que apresentou a menor contaminacao
(XPCBs=0,371 ng g™), uma vez que é uma regido essencialmente agricola dentro do estado
do Rio Grande do Sul, a exemplo das regides centro e sudoeste. Estes resultados concordam
com um estudo recente realizado por You et al. (2011), os quais detectaram maiores
concentracdes de PCBs em peixes coletados proximo a regides industrialmente desenvolvidas
na China.

Diversos estudos relatam que os niveis de PCBs nos alimentos tendem a diminuir com
0 passar dos anos, devido a proibicdo de sua fabricacdo e utilizacdo (Tornvist et al., 2011;

Glynn et al., 2008). Neste estudo esta tendéncia se confirma, conforme demonstrado na
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Tabela 5. As amostras coletadas no ano de 2010 apresentaram menores concentracGes para
todos os PCBs analisados quando comparadas com as amostras de 2009, com diferenca
significativa para os congéneres 10, 138, 153 e 180. Resultados semelhantes também foram
reportados para diversos alimentos por De Mul et al. (2008) e para a maioria das espécies de
peixes analisados por Mezzetta et al. (2011).

O consumo per capta diario de milho e produtos a base de milho no Brasil é de 21,38
g (IBGE, 2008). Levando-se em consideracdo um peso corporal médio de 60 kg (Storelli et
al., 2011) e os niveis de bifenilos policlorados obtidos nas amostras, do presente estudo
((CPCBs=1,07 ng g), a ingestdo diaria estimada de PCBs pode ser calculada. Desta forma,
os consumidores de milho em gréo e farinha de milho do estado do Rio Grande do Sul estéo
tendo uma ingestdo diaria estimada de PCBs de 0,38 ng kg™ de peso corporal por dia. Estes
valores bem estdo abaixo dos limites méaximos estabelecidos pela legislacdo brasileira,
embora estes se refiram a produtos de origem animal. Portanto, 0 consumo destes alimentos
ndo apresenta riscos a salde humana. No entanto, cabe salientar que a ingestdo de PCBs nao é
apenas devido ao consumo de milho em gréo e farinha de milho, mas também ao consumo de
outros alimentos como leite e produtos lacteos, carne e derivados (Tornkvist et al., 2011) e,
principalmente, de peixes (Miklavcic et al., 2011). Este é o primeiro estudo realizado
demonstrando os niveis de contaminacdo por PCBs em milho em gréo e farinha de milho do

estado do Rio Grande do Sul, Brasil.

4. Conclusdes
Os resultados encontrados no presente estudo demonstraram que o milho em grdo e a
farinha de milho produzidos no estado do Rio Grande do Sul, Brasil, apresentaram uma

consideravel contaminacdo por PCBs, sendo as amostras provenientes das regides noroeste e
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metropolitana as mais contaminadas. Outrossim, houve uma diminuicdo nos niveis de PCBs
do ano de 2009 para o ano de 2010, o que nos indica que ha uma tendéncia ao declinio de
contaminacdo com o passar dos anos. Como este é o primeiro estudo realizado, demonstrando
diretamente a presenca de PCBs em milho e farinha de milho, novos estudos sdo necessarios
para que seja possivel determinar as causas desta contaminagdo. Os dados do presente estudo
também poderdo servir de subsidio para a elaboracdo de uma legislagdo brasileira que
estabeleca limites méximos de residuos de PCBs em alimentos de origem vegetal, a exemplo

do que ja existe para alimentos de origem animal.
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Tabela 1
Frequéncia de determinacéo e concentracdes dos PCBs (ng g™) em milho em gréo e farinha de
milho.
Composto Freqliéncia de Amostras Positivas® Total Amostras”
Determinacdo (%) Media = DP Intervalo  Media £ DP Intervalo
PCB 10 (CI=2) 7,28 (n=11) 0,15+ 0,05 0,10-0,28 0,01 £0,04 0,00-0,28
PCB 28 (CI=3) 20,52 (n=31) 0,20+ 0,14 0,06-0,66 0,04 £0,10 0,00-0,66
PCB 52 (Cl=4) 41,72 (n=63) 0,23 £ 0,15 0,06-0,66 0,10+0,15 0,00-0,66
PCB 153 (CI=6) 41,05 (n=62) 0,34 £ 0,32 0,03-1,34 0,14+0,27 0,00-1,34
PCB 138 (CI=6) 63,57 (n=92) 0,63 £0,80 0,05-4,55 0,40+0,71 0,00-4,55
PCB 180 (CI=7) 58,27 (n=88) 0,64 £ 0,89 0,03-451 0,38+0,75 0,00-4,51
~PCBs 2,19+235 1,07 £ 2,02

# Calculado usando valores > LOQ.
® Calculado usando valores encontrados em todas as amostras (n=151). Valores entre LOD e LOQ foram
assumidos como LOQ/2.

Tabela 2

Frequéncia de determinacdo e concentracdes dos PCBs (ng g™*) em amostras de milho em
grdo (n=51) e farinha de milho (n=100), e seu significado.

Congénere Milho em gréo Farinha de milho
n>LOQ (%) Média + DP n>LOQ (%) Média + DP p

PCB 10 1(1,96) 0,00 £ 0,02 10 (10,0) 0,02 £ 0,05 0,08
PCB 28 7(13,7) 0,03 £ 0,07 24 (24,0) 0,05+0,11 0,18
PCB 52 11 (21,6) 0,05+0,11 52 (52,0) 0,12+ 0,16 0,00
PCB 153 16 (31,4) 0,07+£0,13 46 (46,0) 0,18 £0,31 0,02
PCB 138 17 (33,3) 0,13+0,38 79 (79,0) 0,54 £0,79 0,00
PCB 180 20 (39,2) 0,11+ 0,24 68 (68,0) 0,51 +0,87 0,00
>PCBs 0,39+0,95 1,42 £2,29

DP: Desvio padréo.
p: Teste t de Student.



Tabela 3

Coeficientes de correlacdo de Spearman e seu significado entre a % de gordura
e 0s congéneres de PCBs em amostras de milho em gréo e farinha de milho.

Congénere % gordura em milho em gréo (n=51) % gordura em farinha de milho (n=100)
PCB 10 0,08 0,30**

PCB 28 0,18 0,51**

PCB 52 0,28* 0,45**

PCB 153 0,92 0,57**

PCB 138 0,17 0,50**

PCB 180 0,13 0,53**

*p<0,05

**p<0,01

Tabela 4

Concentracdes médias de PCBs (ng g™) em milho em gréo e farinha de milho de diferentes
regides do estado do Rio Grande do Sul, Brasil.

Regi&o n PCB10 PCB28 PCB52 PCB153 PCB138 PCB180  YPCBs
Noroeste 24 0,004* 0,011 0,030° 0,043 0,135 0,148 0,371
Nordeste 18 0,039 0,116° 0,206" 0,471° 1,110° 1,015 2,957
Centro 50 0,003 0,027° 0,073 0,077 0,188 0,117% 0,485
Metropolitana 56 0,014®  0,042° 0,111  0,132° 0,484 0,516® 1,299
Sudoeste 3 0,000  0,099®  0,140®  0,206®  0,208®  0,080™ 0,733

Valores que na mesma coluna apresentam letras diferentes, diferem estatisticamente (p<0,05).



Tabela 5

Concentragdes de PCBs (ng g™') em amostras de milho em gréo e farinha de
milho coletadas nos anos de 2009 e 2010 no estado do Rio Grande do Sul,
Brasil, e sua significancia. Valores apresentados como média * desvio padréo.

Congénere Ano de 2009 (n=66) Ano de 2010 (n=85) p
PCB 10 0,02 + 0,06 0,00+ 0,02 0,014
PCB 28 0,05+0,13 0,03+0,08 0,197
PCB 52 0,12+0,18 0,08+0,12 0,081
PCB 153 0,22 +0,37 0,08+0,12 0,001
PCB 138 0,68 +0,94 0,18 +0,33 0,000
PCB 180 0,63 +1,04 0,18 + 0,27 0,000
>PCBs 1,72+2,72 0,55+ 0,94

p: Teste t de Student
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5 DISCUSSAO

A crescente preocupacdo, ndo sO no que diz respeito aos aspectos
ambientais como também a possibilidade de contaminacdo dos alimentos, em
relacdo aos poluentes organicos persistentes, assim como do uso de agroquimicos
em larga escala, tem levado as entidades de pesquisa a cada vez mais monitorarem
tais substancias, a fim de se conhecer o real tamanho desta contaminacdo e suas
consequéncias para a saude humana. Além disso, os consumidores exigem cada
vez mais produtos de maior qualidade. Dentre estas exigéncias estdo alimentos
isentos de substancias toxicas e contaminantes. Os PCBs estdo entre os residuos
gue podem estar presentes nos alimentos e destacam-se em funcdo de suas
propriedades fisico-quimicas, efeitos toxicos, e em especial, pelo fato da exposicao
humana aos PCBs ser resultado do amplo consumo de alimentos contaminados,
constituindo a principal forma de exposicao a estes compostos.

Assim, o monitoramento dos niveis residuais de PCBs nos alimentos é de
grande importancia para informar quais os produtos alimenticios que nao
representam riscos a saude (OVIEDO et al., 2002). Nos procedimentos analiticos
para determinacdo de residuos téxicos em matrizes complexas, como os alimentos,
o desenvolvimento de métodos e consequente validagdo dos mesmos constituem
uma etapa fundamental e extremamente relevante. Ribani et al. (2004) apresentam
de maneira clara e objetiva, a validacdo de métodos como sendo um processo
continuo de avaliacdo dos métodos, desde a etapa de planejamento, passando pelo
desenvolvimento e coleta de dados, até o monitoramento constante da aplicacéo e
transferéncia deste. Sendo o objetivo, desse incessante cuidado, garantir que os
dados gerados possuam qualidade necessaria, em termos de confiabilidade e
rastreabilidade, entre outros, para o fim que se propdem (PIZZUTTI, 2006). No
presente estudo, foi validado um método analitico para determinacdo dos PCBs 10,
28, 52, 153, 138 e 180, extraidos de amostras de milho e farinha de milho,
identificados e quantificados através do uso de cromatografia gasosa e
espectrometria de massas, nos modos de ionizagdo quimica negativa e de impacto

de elétrons.
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A extracao dos bifenilos policlorados das amostras de milho e farinha de milho
foi realizada com o uso de uma mistura 1:1 de n-hexano e acetona, que apds testes
de fortificacdes em 3 niveis diferentes, se mostrou mais adequada em relacdo aos
outros solventes testados, ndo apresentando interferentes nos cromatogramas que
prejudicassem as analises, bem como a recuperacdo e o0 desvio padrdo que
variaram de 87,26 a 95,35 % e 0,91 a 7,03, respectivamente. A extragcdo dos
compostos se deu com o0 uso de ultrasom por 20 minutos. Assim como no presente
trabalho, Simonelli et al. (2007) demonstraram em seu estudo de avaliacdo da
exposicao ocupacional a diferentes classes de pesticidas, que a variacao do tempo
de sonicacdo néo interfere significativamente na quantidade extraida dos analitos.
Finalmente, com o objetivo de remover co-extratores, que possam interferir na
analise final (CARABIAS et al., 2000), foram utilizadas, neste estudo, colunas de
extracdo em fase solida constituidas de florisil. Para validacdo do método analitico,
foram estudados os parametros de seletividade, linearidade, precisdo, exatidao
(recuperacao), limite de deteccéo (sensibilidade) e limite de quantificacao.

Cromatogramas de amostras correspondentes a matriz analisada, isenta de
contaminacao pelos analitos em estudo, foram sobrepostos com os cromatogramas
dos brancos das amostras fortificadas com os PCBs de interesse. Nesta analise,
demonstraou-se que o método analitico proposto apresenta boa seletividade, em
relacdo aos métodos de extracdo, de purificacdo, de derivatizacdo, do sistema de
separacao e, especialmente, do sistema de deteccdo para realizar a descriminacao
entre o analito de interesse e outros compostos. Nenhum interferente proveniente da
matriz pode ser visto no mesmo tempo de retencédo dos sinais cromatograficos das
amostras contendo os bifenilos policlorados.

A linearidade do método foi obtida através da padronizacdo por adi¢do de
padrdo. Curvas analiticas de calibracdo que relacionam a resposta do equipamento
em funcdo das diferentes concentragbes dos analitos (LANCAS, 2004) foram
construidas usando 9 concentracdes diferentes para a determinagdo da faixa de
trabalho. A ANVISA (BRASIL, 2003) recomenda que a linearidade seja obtida
através de, no minimo 5 diferentes concentracbes de padrbes, enquanto o
INMETRO (2010) recomenda o uso de no minimo 7 concentracdes distintas. Duas

faixas de trabalho foram usadas, na intencdo de encontrar valores de (S/Q)%
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satisfatorios, ou seja, pontos cujas razdes sinais/concentracao nao diferem mais que
5% do coeficiente angular da reta (a). Além disso, a regressao linear das retas de
calibracdo e a determinacédo dos coeficientes de correlacao (r) foram usadas a fim
de comprovar a linearidade do método analitico. Nenhum dos compostos apresentou
coeficientes de correlacdo inferior a 0,99, valor este que estd dentro do valor
recomendado pelo INMETRO (2008) e ANVISA (BRASIL, 2003). Assim, as provas
de linearidade confirmaram a boa resposta dos detectores frente as concentracdes
dos PCBs utilizados.

A partir dos limites de deteccdo e quantificacdo para os congéneres em
estudo foi determinada a sensibilidade do método. Os limites de quantificagédo (LQ)
do método foram de 0,10 ng g™ para o PCB 10, de 0,05 ng g* para os PCBs 28 e 52,
e de 0,025 ng g* para os PCBs 138, 153 e 180. Embora ndo existam limites
maximos de residuos estabelecidos pela legislacdo brasileira para alimentos de
origem vegetal, como o milho, estes valores se mostraram abaixo dos limites
estabelecidos para alimentos como carne, leite e pescados (BRASIL, 2010),
evidenciando a aplicabilidade do método para o monitoramento de residuos de
PCBs em milho e seus produtos. Visto que o limite de quantificacdo corresponde a
menor quantidade de um analito que pode ser quantificado com exatiddo e com uma
fidelidade determinada (LANCAS, 2004).

A precisdo do método foi realizada através de avaliacbes de repetibilidade
(intra-dia) e de precisdo intermediaria (inter-dia). Para a expressdo numérica dos
resultados obtidos, foi usado coeficiente de variagdo (CV%). Ribani et al. (2004)
definem como 20% o limite aceito para o coeficiente de variacdo, dependendo da
complexidade da amostra. Por outro lado, segundo a Comissdo Européia (LEITE,
2002) os limites de precisdo sdo aceitaveis onde existe uma correlagdo entre a
concentracdo de pesticida a ser determinada e o coeficiente de variacdo (CV%) das
recuperacdes. Sendo assim, concentracdes proximas a 1 ng g e 10 ng g%,
aceitariam variacdes de 45 e 32%, respectivamente. Os resultados obtidos para a
repetibilidade ficaram entre 0,51 e 17,02% enquanto para precisdo intermediaria 0s
valores variaram de 2,14 a 19,28%, todos dentro dos valores aceitaveis.

Estudos de recuperacdo foram utilizados para determinar a exatiddo do

método. Em geral, sdo aceitos intervalos de recuperacdo entre 70 e 120%, com
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precisdo de até 20%, para a maioria dos meétodos analiticos (PRIMEL, 2003),
inclusive para andlise de residuos de pesticidas (GARP, 1999). Todavia, os valores
de recuperacéo considerados adequados (exatidao) sao estabelecidos em funcéo da
concentracdo dos pesticidas analisados e de acordo com a area de pesquisa. Para
analise multiresiduos de pesticidas em diferentes matrizes, diversas fontes
estabelecem intervalos de recuperagdo variaveis, dependendo da concentragcdo
ensaiada (THIER e ZEUMER, 1987; AOAC, 1993; DE AMARANTE et al.,, 2001;
BRITO et al., 2002). Outras fontes internacionais que realizam estudos com residuos
de pesticidas em alimentos como o United States Department of Agriculture (USDA,
2002) e European Union (EU, 2003) sugerem aceitabilidade da performance
analitica entre 50% a 150% e 40% a 160%, respectivamente, quando os niveis de
concentracdo analisados estdo em torno do limite de quantificacdo do método (LQ) e
no mais baixo nivel de calibracdo da curva analitica. Para o método proposto neste
trabalho, as recuperacdes encontradas tiveram variagdes de 74,1 a 110,6%.

ApoGs a validacdo do método, foi analisado um total de 151 amostras de
milho (n=51) e farinha de milho (n=100), provenientes de diferentes cidades do Rio
Grande do Sul, Brasil. Embora, dentre a bibliografia consultada, ndo foram
encontrados trabalhos que remetessem diretamente a contaminagédo de milho por
PCBs, Zhang et al. (2008) constataram que 0S vegetais e 0S cereais Sao
responsaveis por 12% da ingestédo diaria de dioxinas e bifenilos policlorados. Assim
como Bakker et al. (2008), que relatam em seu estudo que 0s graos e vegetais
foram responséaveis por 9% da ingestdo dos mesmos, no ano de 2004, na Holanda.
O milho, além de suas inumeras utilidades na industria e importancia soécio-
econbmica para este estado, € o cereal mais consumido em todo o mundo.

As analises do total de amostras revelaram a presenca de pelo menos um
dos congéneres de bifenilos policlorados em 70,2% das amostras. O valor maximo
detectado nas amostras foi de 10,42 ng g*. O PCB 138, com frequiéncia de 63,57%
e valor médio de 0,63 ng g™ entre as amostras positivas (> LQ) foi o congénere que
apresentou a maior frequéncia, seguido pelo PCB 180 (58,27%,), com valor médio
de 0,64 ng g, e 0 PCB 52 (41,72%), com uma média de 0,23 ng g*. O congénere
153 apresentou valores de frequéncia muito semelhante ao PCB 52, 41,05%. Porém

sua média entre as amostras positivas foi superior, 0,34 ng g™. Valores menores
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foram encontrados para o PCB 28 (20,52%, 0,20 ng g™) asim como para o PCB 10
(7,28%, 0,15 ng g*). Tais resultados demonstraram que 0S compostos que
continham maior nimero de cloros em sua constituicdo, foram também os que
apresentaram maior frequéncia e maiores médias dentre as amostras analisadas.
Fato este que ja havia sido mostrado por Costabeber et al. (2006) em analises de
carnes e produtos carneos provenientes do mesmo Estado. Os autores analisaram
0os mesmos PCBs do presente estudo, encontrando o PCB 180 com maior
frequéncia, seguido pelos congéneres 153 e 138. Em outro estudo recente, Mohr et
al (2011) encontraram maiores frequéncias para os PCBs 138 e 180 na
determinacao de bifenilos policlorados em amostras de soro de cordao umbilical de
bebés nascidos no estado do Rio Grande do Sul. Estes resultados confirmam o fato
de que os congéneres mais clorados sdo também os mais persistentes, e
consequentemente, os mais detectados nas amostras em questdao (SHEN et al.,
2009; MALISCH & DILARA, 2007). Contudo, em contrapartida a estas afirmacoes,
Fattore et al. (2008), reportando-se a cereais e produtos derivados, detectaram
maiores concentracdes dos PCBs 28 e 52, a exemplo do que foi constatado por
Erdogrul (2007) em amostras de mel da Turquia.

Outro fator relevante, em relacdo a contaminagcdo por PCBs, é a regido de
coleta das amostras. Alimentos coletados de diferentes regides apresentaram
diferencas significativas nas concentragcbes de PCBs em estudos realizados
anteriormente (Zuccato et al., 2008). Neste estudo, as amostras foram provenientes
de 49 diferentes cidades, oriundas de cinco diferentes regides do estado do Rio
Grande do Sul: Noroeste, Nordeste, Centro, Metropolitana e Sudoeste (Tabela 1 e
Figura 3, Anexo B). A regido nordeste apresentou as maiores concentragbes de
PCBs para todos os congéneres (YPCBs=2,96 ng g'). A andlise de variancia,
envolvendo as diferentes regides, mostrou que esta regido difere significativamente
da maioria das outras regides. A regido metropolitana (YPCBs=1,30 ng g*), foi a
segunda a apresentar a maior contaminacdo. Enquanto que a regiao noroeste foi a
que apresentou a menor contaminacdo (YPCBs=0,37 ng g™). Tais resultados podem
ser explicados pelo fato da regido nordeste ter como principal representante a
cidade de Caxias do Sul. Cidade esta, que apresenta elevados indices de

industrializagdo, assim como a regido Metropolitana, quando comparada as outras
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cidades, onde, amostras foram coletadas. A atividade industrial € uma fonte
importante para a exposicdo ocupacional e ambiental a PCBs (ZABIK et al., 1992;
VALTERS et al.,, 1999; BAYARRI et al., 2001). Comparando os resultados em
relacdo a exposicdo da populacdo sérvia a PCBs, com outros paises da Europa,
Biljana (2008) constatou no estudo com produtos derivados de cereais feitos com
farinhas refinadas e 6leos comestiveis, que as menores concentracfes encontradas
estdo de acordo com o fato de que este pais ndo é altamente industrializado e nunca
produziu PCBs. Igualmente, de acordo com os resultados mostrados neste estudo,
Costabeber et al. (2006) encontraram maiores contaminacfes em carnes e seus
produtos que provinham da regido Metroplitana deste mesmo estado, quando
comparados a regido Sul e Norte. Donato et al. (2006) associaram a presenca de
altos niveis de PCB em soro sanguineo de moradores residentes perto de uma
indUstria quimica na Italia com o consumo de alimentos produzidos em &areas
contaminadas. Bennet (1983) relata que os niveis dos PCBs no ar das areas rurais é
dez vezes menor quando comparados a &reas industriais. Estas evidéncias
justificariam as baixas concentracdes encontradas nas regiées Noroeste, Centro e
Sudeste, regides predominantemente agricolas.

Comparando as amostras de milho e farinha de milho, pode-se observar que
a farinha apresentou valores superiores em relagdo ao milho em grao. Enquanto a
farinha apresentou uma média de 1,42 ng g* para o somatério dos PCBs, o milho
em grdo obteve um resultado aproximadamente quatro vezes menor (0,39 ng g™).
Aplicando o teste t de Student nos resultados das médias obtidos para as diferentes
matrizes analisadas pode-se atentar para uma diferenca significativa para o0s
congéneres 52, 153, 138 e 180. Mesmo apresentado um teor de gordura inferior ao
grao do milho, foram encontradas contaminacdes superiores nas amostras de
farinhas para todos os congéneres de PCBs. Fatores que envolvem o
processamento dos grdos e varias etapas de industrializacdo podem ser
preponderantes para explicar tal fato. Biljana (2008) em estudo da exposi¢do da
populacdo sérvia aos congéneres 28, 52, 101, 138, 153 e 180, encontrou um total de
PCBs de 0,69 ng g* para farinha integral do trigo, enquanto para o farelo, um
subproduto da industria de alimentos, foram encontradas contaminacfes superiores,

chegando a 0,85 ng g*. Na comparacéo entre carnes e produtos carneos também
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foram encontrados dados na literatura que sugerem a influéncia do processamento
nos niveis de PCBs (MES et al., 1991; SCHECTER et al., 1997; COSTABEBER et
al., 2006). Matérias primas e outros ingredientes usados no processamento podem
ser a fonte dos PCBs (COSTABEBER et al., 2006).

Nas analises das contaminacdes das farinhas de milho (tipos grossa, média e
fina), destaca-se que a concentracdo superior foi apresentada pelas farinhas média
(SPCBs = 1,54 ng g*) e grossa (YPCBs = 1,51 ng g*), quando comparadas & fina
(YPCBs = 0,60 ng g). Neste caso pode-se atribuir este resultado ao fato de que os
diferentes tipos de farinha apresentam diferencas em relacdo a porcentagem de
gordura. Os valores médios encontrados para este percentual sdo de 1,92% nas
farinhas grossas, de 1,59% nas farinhas médias, e de 1,47% nas farinhas finas.
Embora, os niveis detectados dos compostos ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa. Sabe-se que a maior concentracdo de PCBs, por serem compostos
altamente lipofilicos e apolares, é encontrada em alimentos gordurosos. Entretanto,
as analises das amostras de milho, mesmo apresentando uma porcentagem de
gordura bem superior as farinhas (4,53%), monstraram niveis de PCBs bem
inferiores quando comparados as farinhas. Contudo, varios trabalhos demonstram,
principalmente em andlise de carnes (QIN et al., 2011) e peixes (KONG et al., 2005)
que altos niveis de PCBs estdo usualmente relacionados a altos teores de lipideos
nos alimentos. Correlacionando os niveis de PCBs com a % de gordura das
amostras pode-se observar que as farinhas de milho apresentaram correlacéo
significativa para todos os congéneres (p<0,01), enquanto que os milhos
apresentaram diferenca significativa apenas para o PCB 52 (p<0,05). Na farinha de
milho, portanto, confirma-se mais uma vez o fato de que os PCBs sao lipofilicos,
acumulando-se também na fracdo da gordura dos vegetais. Acrescenta-se o fato de
gue com o passar dos anos, os alimentos apresentam niveis cada vez menores de
PCBs, o que foi demonstrado neste trabalho através da comparacdo dos niveis
detectados nas amostras coletadas nos anos de 2009 e 2010, sendo que as
amostras coletadas neste Ultimo ano apresentaram menores niveis de PCBs, com
diferenca significativa para os congéneres 10, 138, 153 e 180. Todo este contexto
salienta a importancia deste trabalho pioneiro no Rio Grande do Sul, assim como

abre um espaco para a continuidade deste monitoramento, a fim de levantar dados
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importantes e confiaveis em relagdo a estes contaminantes no milho em gréo e na
farinha de milho, tendo como propésito final a obtencédo de alimentos de qualidade e

menores riscos a salide humana.
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6 CONCLUSOES

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

¢ O método de extracdo dos PCBs através do uso de ultrassom, seguida por clean-
up das amostras usando extracdo em fase solida com florisil, mostrou ser rapido e
eficiente. Assim como o método cromatografico de andlise, através do uso de
espectrometria de massas aliada ao modo de ioniza¢do por impacto de elétrons
mostrou ser eficaz para os compostos menos clorados, por sua vez a ionizacao

guimica negativa teve melhores resultados pra os congéneres mais clorados.

e Na etapa da validacdo do método avaliaram-se os parametros de linearidade,
precisdo, sensibilidade, preciséo, limites de deteccdo e quantificacdo. Todos estes
parametros foram considerados satisfatérios de acordo com os valores sugeridos na
literatura, para a andlise de residuos, empregando-se métodos cromatogréaficos. Os
valores encontrados para linearidade, tiveram valores de r acima de 0,99 para todos
0s compostos, repetibilidade com CV% entre 0,51 e 17,02%; preciséo intermediaria
com CV% entre 2,14 e 19,28%; recuperacédo entre 74,1 e 110,06%; os limites de

quantificacdo do método variaram de 0,025 a 0,1 ng g™.

e Os resultados das analises das amostras revelaram a presenca de pelo menos
um dos congéneres de bifenilos policlorados em 70,2% das amostras. Os residuos
de PCBs foram detectados nas amostras de milho e farinha de milho numa
frequéncia de 63,57% e valor médio de 0,63 ng g entre as amostras positivas (>
LQ) para o PCB 138; 58,27% e valor médio de 0,64 ng g™ para o PCB 180; 41,72%
e 0,23 ng g™ para o PCB 52; 41,05% e 0,34 ng g™ para o PCB 153; 20,52% e 0,20
ng g™ para o PCB 28 e finalmente para o PCB 10 valores de 7,28% e 0,15 ng g .

e Os resultados das contaminacbes das amostras de diferentes cidades revelam
que as regibes mais industrializadas também apresentam os maiores valores de

PCBs. Assim como em comparagao com as amostras de graos, a farinha de milho
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apresentou maiores indices de contaminacg&o, o que sugere uma possivel influéncia

do processamento dos alimentos no teor de residuos destes contaminantes.

e Na comparagédo entre os trés tipos de farinhas, a farinha média e grossa, embora
ndo tenha apresentado diferenca estatistica significativa, apresentaram uma
concentracdo superior de PCBs em relacéo as farinhas finas. Pode-se atribuir este
resultado pelo fato das farinhas média e grossa apresentarem um teor de gordura

superior as farinhas finas.

e As amostras coletadas durante o ano de 2010 apresentaram niveis de
contaminacdo inferiores as amostras coletas no ano anterior, com diferenca
significativa para os congéneres 10, 138, 153 e 180. Comprovando a tendéncia de
diminuicdo das contaminacbes com o passar dos anos, visto que sdo compostos
banidos a véarios anos, embora ainda causem preocupacdo devido a sua

persisténcia e efeitos nocivos ao ambiente e aos seres Vivos.

e Embora os PCBs tenham sido banidos ha varios anos, estes compostos ainda
sdo detectados em alimentos e causam preocupacdo devido a sua persisténcia e

efeitos nocivos ao ambiente e aos seres vivos.
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ANEXO A — Producéo de grédos de milho no Rio Grande do Sul, nas regides e
principais cidades, em toneladas

Produgao de milho por
COREDE, média 2004 - 2006
toneladas
4.371 - 50.000
50.001 - 100.000
100.001 - 200.000
200.001 - 373.628

Rio Grande do Sul: 3.130.015 toneladas
COREDE Norte: 373.628 toneladas

Fonte: IBGE - Produgao Agricola Municipal
Elaboragéo: SEPLAGDEPLAN - 04/2008

Figura 1: Regifes do Estado e suas producdes em toneladas.
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Figura 2: Principais cidades proutoras de milho no Estado e suas produc¢des em toneladas
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ANEXO B — Locais das coletas das amostras no estado do Rio Grande do Sul

Tabela 1 — Regides e cidades das coletas das amostras

Regides

Cidades

Noroeste

Charrua

Erechim

Espumoso

Estacéo

Frederico Westphalen
Getulio Vargas
Gaurama

Lagodo

Marau

Sananduva

Séo Domingos do Sul
Soledade

Tapejara

Nordeste

Caxias do Sul
Estrela Velha
Farroupilha
Guaporé

Centro

Agudo

Cacequi
Cachoeira do Sul
Cerro Branco
Dona Francisca
Dona Francisca
Ibarama

ltaara

Ivora

Jaguari

Jari

Julio de Castilhos
Logoa Bonita do Sul
Nova Esperanga do Sul
Novo Cabrais
Pinhal Grande
Restinga Seca

Rio Pardo

Santa Maria
Santiago

Sé&o Martinho

Sao Sepé

Séo Vicente do Sul
Silveira Martins
Toropi

Tupancireta

Metropolitana de POA

Camaquéa
Canoas
Porto Alegre

Sudoeste

Magcambara
Séo Borja
Sao Francisco de Assis
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Legenda:

Micromregioes

- Santa Rosa

- Trés Passos

- Fredenco Westphalen
- Erechim

- Sananduva

- Cemo Largo

- Santo Angelo

- i

- Carazinho

- Passo Fundo
- Cruz Alta
Nio-Me-Toque
- Soledade

Legenda:
Mesorregioes

[ Centro Ocidental Rio-grandense

] Centro Oriental Rio-grandense

] Metropolitana de Porto Alegre

[ Nordeste Rio-grandense

=] Noroeste Rio-grandense

[ Sudeste Rio-grandense

[ Sudoeste Rio-grandense
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i
Sistema Geografico
Datum horizontal: SAD-69

Figura 3 — Mesoregides e microregifes geogréaficas do Rio Grande do Sul, 2009. Fonte: IBGE (2009)



ANEXO C - Certificado de analise dos padrdes de PCBs.
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Certlﬁcate bfﬂinafysﬂ

LOT NO. : LB55658 EXPIRATION DATE: Feb-2011

SOLVENT: ISOOCTANE

CAS  PERCENT WEIGHT(3) AMALYTICAL(4) STD SUPELCO

ANALYTE (1) NUMBER  PURITY(2) COMCENTRATION DEV LOT NO
2,2',3,4,4',5,5' -HEPTACHLOROBI 35065-29-3 99,1 10,02 10.02 +/-  0.035 LA99426
| 2,2',3,4,4',5"' -HEXACHLOROBIPHE 35065-28-2 99.0 (a) 10.03 10.02 +/- 0.031 LA46328
2,2',4,4",5,5"-HEXACHLOROBI FHE 15065-27-1 99.9 10.01 9,99 +f- 0.037 LB43830
2,2',5,5' -TETRACHLOROBI PHENYL 35693-99-3 99.0 10.01 9.97 +/- 0.030 LA48729
2,4,4'-TRICHLOROBIFPHENYL T012-37-5 958.9 10.02 10.02 +/- 0.018 LBO1130
2, 6-DICHLOROBIPHENYL 33146-45-1 99.0 (b) 10.01 10.43 +f- 0.108 LB27721

(1) Listed in alphabetical order.
(2) Determined by capillary GC-FID, unless otherwise noted.

a) GC; detector ECD
| b) Purity
| (3) NIST traceable weights are used to verify balance calibration with the preparation of each lot.
Concentration of analyte in solution is ug/ml +/- 0.5%, uncertainty based upon balance and
Class A volumetric glassware. Weights are corrected for analytes less than 98% pure.

(4) Determined by chromatographic analysis against an independently prepared reference lot. Mean of
replicate injections.
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Quality Control Supervisor
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