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“Se as abelhas desaparecerem da face da terra, a humanidade terd apenas mais quatro
anos de existéncia. Sem abelhas ndo ha polinizacdo, nao héa reproducéo da flora, sem flora

ndo ha animais, sem animais ndo havera raca humana.”

(Albert Einstein)



RESUMO
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Os Poluentes Organicos Persistentes (POPs) sdo compostos quimicos sintéticos que estdo
amplamente distribuidos no meio ambiente, acumulam-se nos tecidos lipidicos dos seres vivos, sdo
encontrados em altas concentragcbes na cadeia alimentar e apresentam efeitos tOxicos aos seres
humanos e animais. No presente trabalho, os POPs foram determinados em mel de abelhas de
diferentes regibes geograficas, buscando avaliar a qualidade e seguranga do mel como alimento, bem
como a contaminacdo ambiental das regides estudadas. Os praguicidas organoclorados foram
analisados em 186 amostras da regido Sul do Brasil, com concentragdes que variaram entre <LQ e 92
ng g*. Os praguicidas Endosulfan alfa e Endosulfan sulfato foram os mais frequentes, com média de
1,84 e 1,68 ng g, respectivamente. As amostras provenientes de Santa Catarina apresentaram
concentragdes maiores de Aldrin quando comparadas as provenientes do Rio Grande do Sul e Parana,
enquanto que observou-se uma redugdo na concentragdo de Endrin nas amostras coletadas no ano de
2011, quando comparadas com as coletadas em 2010. Com relagdo a seguranca alimentar, 18% das
amostras superaram o limite méximo de residuos permitido pela legislacdo para os compostos Aldrin,
p.p -DDT, Endosulfan alfa, Endrin e Heptacloro, o que pode representar risco a satde do consumidor.
Os PCBs indicadores foram analisados em 137 amostras provenientes dos estados do Rio Grande do
Sul, Santa Catarina, Parana e Sao Paulo. Os congéneres 28 e 52 foram os mais frequentes, com média
de 1,18 e 0,74 ng g™, respectivamente. As amostras provenientes do estado de S&o Paulo apresentaram
os niveis mais elevados (YPCBs 7,52 ng g), sequidas das amostras do Parana (YPCBs 5.4 ng g™),
Santa Catarina (YPCBs 2,59 ng g') e Rio Grande do Sul (YPCBs 1,24 ng g™), com diferenca
significativa para os PCBs 28 e 52. N&o houve diferenca entre as concentragdes das amostras coletadas
nos anos de 2009, 2010 e 2011. DL-PCBs, PCDDs e PCDFs foram analisados em 16 amostras
provenientes de quatro estados brasileiros (RS, SC, PR e SP). As concentracdes de DL-PCBs variaram
entre 24,3 e 260 pg g, enquanto que as de PCDD/Fs, entre <LD e 5,4 pg g. Os valores de TEQ
ficaram entre 0,002 e 0,343 pg WHO-TEQ g™. Nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre
as concentragdes das amostras provenientes dos quatro estados. Retardantes de chama bromados
(PBDEs, BTBPE e DBDPE) foram analisados em 35 amostras provenientes do Brasil, Espanha,
Portugal, Marrocos e Eslovénia, com concentracdes que variaram entre <LD e 24,7 pg g~. As
amostras provenientes do Brasil apresentaram a maior concentracdo média (5,19 pg g™), seguidas das
provenientes do Marrocos (4,4 pg g), Portugal (2,24 pg g*), Espanha (1,77 pg g™) e Eslovénia (0,93
pg gt). O PBDE 47 foi o mais frequente, tendo sido detectado em 91% das amostras analisadas,
seguido do PBDE 99, em 63%. Estes compostos foram os que mais contribuiram na concentracao total
de BFRs nas amostras provenientes da Europa, enquanto que 0s novos retardantes de chama, BTBPE e
DBDPE, tiveram maior contribuicdo nas amostras do Brasil e Marrocos. Com rela¢do a seguranga
alimentar, ndo ha limite méaximo estabelecido para PCBs, PCDDs, PCDFs e BFRs em mel de abelhas.
Embora os niveis detectados destes compostos tenham sido baixos quando comparados a outros
alimentos de origem animal, as amostras de mel de abelhas analisadas apresentaram contaminacgdes
importantes, demonstrando que as regides estudadas contém fontes de contaminagdo ambiental a
serem investigadas.

Palavras-chave: Seguranca Alimentar. PCBs. PCDDs. BFRs. Praguicidas Organoclorados.
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REPERCUSSIONS OF THE ENVIRONMENTAL CONTAMINATION
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Persistent Organic Pollutants (POPs) are chemical substances that are widely distributed
throughout the environment, accumulate in the fatty tissue of living organisms, are found at higher
concentrations in the food chain and are toxic to both humans and wildlife. In the present work, POPs
were determined in honey samples from different geographic regions, evaluating both the quality and
safety of honey as food, and the environmental contamination of the studied regions. Organochlorine
pesticides were analysed in 186 samples from the South region of Brazil, with concentrations between
<LOQ and 92 ng g™. Pesticides Endosulfan alpha and Endosulfan sulfate were the most frequent, with
mean of 1.84 and 1.68 ng g, respectively. Samples from Santa Catarina State had higher Aldrin
concentrations when compared to those from Rio Grande do Sul and Parana States, while there was a
reduction in the Endrin concentration in the samples collected in 2011, when compared with those
collected in 2010. With regard to food security, 18% of the samples exceeded the maximum residue
limits allowed by law for compounds Aldrin, p,p’-DDT, Endosulfan alpha, Endrin, and Heptachlor,
which may pose a risk to consumer health. Indicator PCBs were analysed in 137 samples from Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Paranda, and S8o Paulo States. PCBs 28 and 52 were the most frequent,
with means of 1.18 and 0.74 ng g™, respectively. Samples from S&o Paulo State exhibited the highest
levels (SPCBs 7.52 ng g*), followed by samples from Parana (XPCBs 5.4 ng g), Santa Catarina
(ZPCBs 2.59 ng g™), and Rio Grande do Sul (£PCBs 1.24 ng g™), with significant difference for PCBs
28 and 52. There was no difference between the concentrations of samples collected in the years 2009,
2010, and 2011. DL-PCBs, PCDDs and PCDFs were analysed in 16 samples from four Brazilian
States (RS, SC, PR and SP). DL-PCB concentrations ranged between 24.3 and 260 pg g*, while
PCDDI/Fs, between <LOD and 5.4 pg g*. TEQ values were between 0.002 and 0.343 pg WHO-TEQ ¢
'. No significant difference was found among the concentration levels of the samples from the four
States. Brominated flame retardants (PBDEs, BTBPE and DBDPE) were analysed in 35 honey
samples from Brazil, Spain, Portugal, Morocco, and Slovenia, with concentrations ranged between
<LOD and 24.7 pg g". Brazilian honeys exhibited the highest mean concentration (5.19 pg g™),
followed by Moroccan (4.4 pg g™), Portuguese (2.24 pg g*), Spanish (1.77 pg g™), and Slovenian
(0.93 pg g') samples. PBDE 47 was the most frequent, being detected in 91% of samples, and
followed by PBDE 99, in 63%. These compounds were the main contributors in the BFR total
concentration in samples from Europe, while the novel flame retardants, BTBPE and DBDPE, had
greater contribution in samples from Brazil and Morocco. With regard to food security, there is no
limit established by law for PCBs, PCDDs, PCDFs, and BFRs in honey. Although the levels detected
were quite low when compared to other foods of animal origin, the honey samples analysed showed
significant contamination, demonstrating that the studied regions contain sources of environmental
contamination to be investigated.

Keywords: Food Security. PCBs. PCDDs. BFRs. Organochlorine Pesticides.
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1 INTRODUCAO

O interesse no estudo da contaminacdo ambiental por compostos quimicos, bem como
0s seus efeitos e consequéncias na saude dos seres humanos, surgiram no decorrer do século
passado e vem crescendo muito nas ultimas décadas. Grande parte desta contaminacao deve-
se ao crescente desenvolvimento industrial, bem como ao aumento na producédo de alimentos,
0S quais proporcionaram ao homem uma qualidade de vida jamais alcancada. Porém,
juntamente com os beneficios destas atividades, vieram o0 aumento da exposi¢do a substancias
nunca antes presentes no ambiente, e, como consequéncia de seu uso indiscriminado, a ampla
contaminacdo do meio ambiente e da cadeia alimentar.

Nos ultimos anos, mais de 10 milhGes de substancias foram sintetizadas pelo homem,
alterando a capacidade do meio ambiente de absorvé-las e reintroduzi-las ao seu ciclo de
renovacdo. A partir de entdo, nota-se um aumento crescente na escala de exploracdo dos
recursos naturais e de geracao de residuos em gquantidades muito maiores do que a capacidade
de renovacdo da natureza, causando perdas na biodiversidade, alteragdes climaticas, aguas
contaminadas, processos de desertificacdo, entre outros (BARBIERI, 2007). Neste contexto,
encontram-se os Poluentes Organicos Persistentes (POPs), os quais estdo entre 0s compostos
mais investigados no mundo. Esta classe de poluentes foi estabelecida em 2001, pelo
Convénio de Estocolmo, com o objetivo de proteger a saide humana e 0 meio ambiente de
compostos quimicos que permanecem intactos por longos periodos, estdo amplamente
distribuidos geograficamente, acumulam-se nos tecidos lipidicos dos seres humanos e
animais, além de apresentarem efeitos adversos para a saude humana e ao meio ambiente
(UNEP, 2001). Entre os principais representantes dos POPs com agfes previstas para sua
reducdo, restricdo e/ou eliminacdo, encontram-se os bifenilos policlorados (PCBs), o0s
praguicidas organoclorados, as dioxinas e os furanos, os quais ja foram detectados nos lugares
mais remotos do globo terrestre. A contaminacdo da cadeia alimentar através da
biomagnificacdo destes compostos, aliada a posterior ingestdo de alimentos contaminados
com baixas concentracfes, sdo as principais causas da exposi¢do humana aos POPs (ROSS,
2004). Neste sentido, pesquisas com o objetivo de avaliar a contaminagdo dos alimentos
tornam-se extremamente necessarias para que se possa avaliar o grau de exposi¢do dos seres

humanos, e por consequéncia, a contaminacdo ambiental.
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As abelhas meliferas (Apis mellifera) executam a tarefa vital de polinizacdo das
culturas agricolas, além de serem importantes para a produgdo comercial do mel e de produtos
apicolas. Alguns estudos tem utilizado o mel de abelhas como bioindicador da contaminagéo
ambiental em &reas industriais e rurais, devido ao fato das abelhas viajarem por longas
distancias para coletar néctar, polen e agua, ficando expostas a uma grande variedade de
poluentes (BALAYIANNIS & BALAYIANNIS, 2008; RISSATO et al., 2007; YAVUZ et al.,
2010). O monitoramento de residuos no mel auxilia na avaliacdo do potencial de risco destes
produtos a saude do consumidor, bem como fornece informacgdes sobre a utilizacdo de
produtos quimicos nos campos de colheita e lugares proximos as colmeias.

Diante do exposto, e com a finalidade de atender as recomendacOes da Organizagéo
Mundial da Saude quanto a promocao de a¢Ges que visem o controle, diminuicédo e eliminacédo
dos POPs de diferentes compartimentos ambientais (BRASIL, 2003), o presente trabalho foi

desenvolvido.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar residuos de Poluentes Organicos Persistentes em amostras de mel de
abelhas (Apis mellifera) coletadas em diferentes regides geogréficas, a fim de avaliar a
qualidade e seguranca alimentar do mel como alimento, bem como possiveis focos de

contaminacdo ambiental por estes compostos nas regides estudadas.

2.2 Objetivos Especificos

- Determinar os niveis de praguicidas organoclorados em amostras de mel de abelhas
coletadas na regido Sul do Brasil, avaliando a seguran¢a do mel como alimento, bem como
utilizar o mel de abelhas como bioindicador da contaminacdo ambiental por estes compostos
através da relacdo dos residuos detectados com o ano de colheita e o estado de origem;

- Determinar os niveis dos sete PCBs indicadores em amostras de mel de abelhas
coletadas nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e S&o Paulo, relacionando
os residuos detectados com o ano de colheita e o estado de origem;

- Determinar os niveis de PCBs semelhantes as dioxinas (DL-PCBs), dioxinas
(PCDDs) e furanos (PCDFs) em amostras comerciais de mel de abelhas do Brasil, bem como
0 total de equivalente toxico (TEQ) através dos fatores de equivaléncia toxica (TEF)
estabelecidos pela Organizacdo Mundial da Saude;

- Determinar os niveis de retardantes de chama bromados (BFRs) em amostras
comerciais de mel de abelhas de diferentes regides geograficas, relacionando os residuos

detectados com o pais de origem.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Poluentes Organicos Persistentes

Os Poluentes Orgénicos Persistentes (POPs) sdo um grupo de substancias toxicas
liberadas no meio ambiente através de uma grande variedade de atividades antropogénicas.
Suas propriedades fisicas e quimicas, derivadas de sua conformacéo estrutural, fazem com
gue, uma vez presentes no meio ambiente, apresentem as seguintes caracteristicas:

v Permanegam intactos por longos periodos de tempo, inclusive anos;

v Encontrem-se amplamente distribuidos no meio ambiente como resultado de

processos naturais envolvendo o solo, agua e ar;

v" Acumulem-se nos tecidos gordurosos dos seres vivos, sendo encontrados em altas

concentragdes na cadeia alimentar;

v Apresentem propriedades toxicas aos animais e seres humanos.

Diante da necessidade de regular a producdo e utilizacdo destes compostos, 0
Conselho de Administracdo do Programa das Nac¢des Unidas para o0 Meio Ambiente (UNEP:
United Nations Environmental Programme) publicou um acordo em 2001, através do
Convénio de Estocolmo, com o objetivo de promover a redugdo ou completa eliminagdo dos
POPs (UNEP, 2001). Inicialmente, doze compostos foram reconhecidos e classificados em
trés categorias, de acordo com sua origem: praguicidas, produtos quimicos industriais e
subprodutos de producdo nao intencional. Apds oito anos de trabalho, realizando revisdes do
tratado inicial e fiscalizando o seu cumprimento, o comité regulador do Convénio de
Estocolmo propés a inclusdo de mais nove compostos a lista dos 12 POPs iniciais, durante a
guarta Conferéncia realizada em Genova, no ano de 2009 (UNEP, 2009). Finalmente, em abril
de 2011, durante a realizacdo da quinta Conferéncia em Genova, o Ultimo POP da atual lista
em vigor foi incluido, o praguicida Endosulfan (UNEP, 2011). Segundo o Convénio, 0s
compostos estdo classificados em trés anexos:

» Anexo A: Produtos sujeitos a eliminagdo (producdo, utilizacdo, importacdo e

exportacdo proibidas);

> Anexo B: Produtos sujeitos a restricao;

» Anexo C: Subprodutos de producdo néo intencional.
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Na Tabela 1 apresenta-se a lista atualizada dos 22 POPs incluidos no Convénio de
Estocolmo.

Tabela 1 — Poluentes Organicos Persistentes (POPs) atualmente incluidos no Convénio de
Estocolmo.

Poluentes Organicos Persistentes Anexo
Acido perfluorooctano sulfonico (PFOS), seus sais e
perfluorooctano sulfonil fluoreto (PFOS-F)

Aldrin A
Alfa hexaclorociclohexano (a-HCH) A
Beta hexaclorociclohexano (3-HCH)

Bifenilos policlorados (PCBs)

Clordano

Clordecona

Dibenzo-p-dioxinas policloradas (PCDDs)

Dibenzofuranos policlorados (PCDFs)

DDT

Dieldrin

Endosulfan técnico e seus isdmeros

Endrin

Eteres de tetrabromodifenil e pentabromodifenil

(éter de pentabromodifenil de qualidade comercial: Penta-BDE)
Eteres de hexabromodifenil e heptabromodifenil

(éter de octabromodifenil de qualidade comercial: Octa-BDE)
Heptacloro

Hexabromobifenil

Hexaclorobenzeno (HCB)

Lindano (y-HCH)

Mirex

Pentaclorobenzeno (PeCB)

Toxafeno
@ Praguicida; @ Produto quimico industrial; €) Subproduto de produg&o néo intencional.

B

> >
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O

00
> >P>>WO00> D>

>

eC

@
® e
®© o

eC

>>>>>>>

Nas secBes seguintes encontram-se as caracteristicas mais relevantes dos compostos
que serdo estudados no presente trabalho: bifenilos policlorados (PCBs), dibenzo-p-dioxinas e
dibenzofuranos policlorados (PCDD/Fs), éteres de polibromodifenil (PBDES) e praguicidas
organoclorados.
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3.1.1 Bifenilos policlorados®

Os bifenilos policlorados (PCBs: polychlorinated biphenyls), compostos
organoclorados sintéticos, foram descobertos ha mais de cem anos. Amplamente utilizados
pela industria, principalmente como fluidos dielétricos em capacitores e transformadores,
conservantes em pesticidas, tintas e revestimentos, 6leos e lubrificantes hidraulicos (OMAYE,
2004; ERICKSON & KALEY Il, 2011), foram inicialmente detectados no meio ambiente no
final dos anos 60. Logo apds, foram identificados como contaminantes em quase todos 0s
componentes do ecossistema global, incluindo o ar, agua, solo, plantas, animais, seres
humanos e alimentos, resultando em inimeros efeitos toxicos e bioldgicos. O descarte
inapropriado destes equipamentos, bem como a incineracao do lixo industrial e municipal, séo
as principais causas da contaminacdo ambiental por estes compostos (WHO, 1993). Os PCBs
sdo comprovadamente causadores de problemas reprodutivos, imunoldgicos e de danos ao
figado (SAFE et al., 1985), motivos que levaram a sua proibicdo nos Estados Unidos, em
1977, e no Brasil, em 1981. Em nosso pais, porém, foram proibidas a fabricacdo,
comercializacdo e utilizacdo em novos equipamentos, sendo permitido até os dias de hoje o
Seu uso em equipamentos antigos que ja estavam em funcionamento (BRASIL, 1981).

As moléculas dos PCBs podem apresentar diversas substituicbes possiveis em relacdo
a guantidade de atomos de cloro, variando de 1 a 10 atomos (Figura 1), podendo ser obtidas
até 209 estruturas diferentes, denominadas de congéneres (PEREIRA, 2004; ERICKSON &
KALEY Il, 2011). Os anéis de benzeno podem girar em torno da ligacdo que 0s une,
resultando em duas conformagdes espaciais: planar ou coplanar. A conformagdo planar
apresenta atomos de cloro na posicdo orto (2,2°) na molécula do PCB, enquanto que na
conformacdo coplanar ndo existem atomos de cloro nesta posicdo (PENTEADO & VAZ,
2001).

! Parte deste item foi publicado como Artigo Cientifico de revisdo bibliogréfica, conforme consta no Anexo A.
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Figura 1 - Estrutura molecular dos bifenilos policlorados (PCBs).

O mecanismo e a cinética da biotransformacdo dos PCBs dependem de indimeros
fatores, incluindo a capacidade metabdlica do organismo e a estrutura do congénere de PCB
(MARVOET et al., 2004). Aqueles congéneres que ndo contém atomos de cloro na posicao
orto, mas possuem atomos de cloro na posi¢do para e tem no minimo um par de cloros na
posicdo meta, sdo considerados os mais toxicos devido a alta afinidade com o receptor Ah
(aryl hydrocarbon), tais como os PCBs 77, 81, 126 e 169. Os mecanismos de acéo
bioquimico e toxicolégico destes compostos sdo semelhantes aos da 2,3,7,8-
tetraclorodibenzeno-p-dioxina (TCDD) (SAFE et al., 1985; SILVA et al., 2007), e por este
motivo, estes congéneres sdo chamados de PCBs semelhantes as dioxinas (DL-PCBs: dioxin-
like PCBs). Porém, a maioria das misturas comerciais de PCBs est4 baseada nos sete PCBs
indicadores (28, 52, 101, 118, 138, 153 e 180). O somatorio de seis destes indicadores, com
excecdo do PCB 118, representa cerca de 50% do total da contaminacdo ambiental e dos
alimentos por PCBs ndo semelhantes as dioxinas (NDL-PCBs: non-dioxin like PCBs) (EFSA,
2005; FERRANTE et al., 2011).

Os NDL-PCBs sao reconhecidamente menos toxicos que os congéneres DL-PCBs,
embora sejam igualmente perigosos devido ao fato de serem comumente encontrados no
sangue e tecidos de seres humanos, animais selvagens e peixes (FERRANTE et al., 2010),
expostos através da cadeia alimentar em concentra¢cbes muito maiores do que os DL-PCBs
(STORELLI & PERRONI, 2010). Esta cada vez mais claro que a maioria dos PCBs que
possuem &tomos de cloro na posi¢do orto (NDL-PCBs), os quais possuem pequena afinidade
pelos receptores Ah e que se pensava ser biologicamente inativos, estdo envolvidos em
relevantes alteracdes, tais como neurotoxicidade, disrupcéo enddcrina, e imunossupressao em
passaros, peixes e mamiferos (SELGRADE, 2007). A respeito dos efeitos dos NDL-PCBs no

sistema imune, alguns estudos in vivo demonstraram supressdo na producgédo de anticorpos e
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da resposta imune durante a fagocitose, além de uma diminuicéo na resisténcia a infeccGes em
seres humanos e animais expostos (LUEBKE et al., 2004; LEVIN et al., 2005; DALLAIRE et
al., 2006; SELGRADE, 2007). As condicdes que levam a liberacdo e redistribuicdo destes
compostos podem fornecer informacBes sobre seu perfil toxicoldgico, cinética e efeitos
patoldgicos em seres humanos (KIM et al., 2011). Uma perda de peso moderada foi associada
com o aumento na concentracdo de PCBs no plasma sanguineo, sugerindo que a reducao
destes poluentes na massa de gordura corporal pode estar associada ao aumento da lipélise
(HUE et al., 2006).

Ao nivel de exposicao atual, é pouco provavel que os PCBs causem graves efeitos a
curto prazo na saude humana. Alguns estudos demonstram que a exposi¢do direta a estes
compostos pode causar problemas na pele, irritacdo no nariz e pulmdes, mal estar
gastrointestinal, alteracdes sanguineas e no figado, alem de depresséo e fadiga, principalmente
em locais onde sdo mantidos ou consertados transformadores que ainda contém PCBs
(ATSDR, 2000). Ja os efeitos na saude a longo prazo, porém, sdo inimeros. Segundo a
International Agency for Research on Cancer (IARC), os PCBs estdo classificados no Grupo
2A (provavelmente carcinogénicos para seres humanos), com excec¢do do PCB 126, que
pertence ao Grupo 1 (comprovadamente carcinogénico para seres humanos). Devido a esta
classificacdo, diversos estudos tem sugerido que a exposi¢cao humana aos PCBs esté associada
ao aumento do risco de diversas enfermidades e alteracdes fisioldgicas nos seres humanos,
tais como cancer de mama (RECIO-VEGA et al., 2011), cancer do trato biliar (ADENUGBA
et al., 2009), cancer de colon (HOWSAM et al., 2004), cancer de figado, de estbmago, de
intestino e de prostata (PRINCE et al., 2006), como fator de risco para a hipertenséo arterial
(EVERETT et al., 2008), ocorréncia de endometriose e miomas em mulheres (HEILIER et al.,
2005), abortos espontaneos e nascimentos prematuros (TSUKIMORI et al., 2008) e

malformacdes congénitas em recém-nascidos (MOHR, 2010).

3.1.2 Dibenzo-p-dioxinas e dibenzofuranos policlorados

As dibenzo-p-dioxinas policloradas (PCDDs: polychlorinated dibenzo-p-dioxins) e 0s
dibenzofuranos policlorados (PCDFs: polychlorinated dibenzofurans), comumente chamados
de dioxinas e furanos, sdo duas classes de compostos aromaticos cuja estrutura basica contém

dois aneis de benzeno, unidos entre si por um heterociclo. No caso dos PCDFs, este
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heterociclo contém um atomo de oxigénio (Figura 2), enquanto que as PCDDs apresentam
dois atomos (Figura 3). As posi¢des livres nos anéis aromaticos podem ser ocupadas por
atomos de cloro (de 1 a 8), resultando em 75 possiveis congéneres para as PCDDs e 135 para
os PCDFs (WHO, 1987).

®
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ﬂ ———

Figura 2 - Estrutura molecular dos dibenzofuranos policlorados (PCDFs).
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Figura 3 - Estrutura molecular das dibenzo-p-dioxinas policloradas (PCDDs).

O potencial toxicoldgico destes congéneres difere significativamente, dependendo do
seu grau de cloragdo e da posicdo dos atomos de cloro em seus dois anéis arométicos. Todos
0s 17 congéneres de PCDD/PCDFs com substitui¢es nas posi¢des 2, 3, 7 e 8, bem como 0s
12 PCBs semelhantes as dioxinas (DL-PCBs: dioxin-like PCBs) possuem um perfil
toxicoldgico semelhante, os quais incluem toxicidade dérmica, carcinogenicidade,
imunotoxicidade e toxicidade no sistema reprodutivo (SAFE, 1986). Estes compostos
induzem a um perfil similar de efeitos bioldgicos e respostas toxicas, mediados através do
receptor Ah (Aryl hydrocarbon), os quais tem sido a base para estabelecer os fatores de
equivaléncia toxica (TEF: toxic equivalency factors) (Tabela 2), bem como os conceitos para
a determinacdo do total de equivalente toxico (TEQ: total toxic equivalent), estabelecidos pela
Organizacdo Mundial da Saude (VAN DEN BERG et al., 1998; 2006).
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As dioxinas sdo subprodutos indesejados de varios processos industriais, incluindo a
producdo de herbicidas, branqueamento de papel, producéo de cloro, industrias metalurgicas,
bem como a incineracdo de residuos quimicos e a queima de lixo municipal. Outras fontes
antropogénicas secundarias incluem o esgoto de &guas residuais e areas industriais
contaminadas (FIEDLER, 1996; RAPPE, 1994). Além da producédo de dioxinas resultante de
atividades humanas, estes compostos também podem ser encontrados em camadas muito
antigas de argila, resultado de processos naturais. Porém, a quantidade de dioxinas formadas
naturalmente € muito pequena quando comparada com a quantidade produzida por fontes
antropogénicas (ABAD et al., 2002; FERRARIO, BYRNE & CLEVERLY, 2000).

Desde a década de 70, uma continua discussdo sobre a ocorréncia, distribuicdo e
formacdo das dioxinas tem sido relatada na literatura. Estes compostos sdo atualmente
analisados em um grande numero de diferentes matrizes e continuam a ser noticia devido a
eventos de contaminagdo acidental de alimentos com niveis inaceitaveis (BERNARD et al.,
1999; HAYWARD et al., 1999; LLERENA et al., 2003; MALISCH, 2000) e tentativas de
envenenamento (ABRAHAN et al., 2001; RYAN, 2005).

A legislacdo brasileira, atravées do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), prevé limites maximos de residuos para alimentos de origem animal
na Instrucdo Normativa No. 17, de 29 de maio de 2013 (BRASIL, 2013). Estes limites estdo
expressos em TEQ, ou seja, 0 somatorio dos fatores de equivaléncia tdxica (TEF) assinalados
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para os 17 congéneres de PCDDI/Fs, ja
apresentados anteriormente nesta secdo (Tabela 2). Os alimentos com valores assinalados sao
a carne de frango (1,75 pg de TEQ g™ de gordura) e os peixes de captura e cultivo (3,5 pg de
TEQ g de produto).
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Tabela 2 — Fatores de equivaléncia toxica (WHO-TEF) para PCDDs, PCDFs e DL-PCBs.

Composto WHO-TEF 1998  WHO-TEF 2005
Dibenzo-p-dioxinas policloradas

2,3,7,8-TCDD 1 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 1
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 0,1
1,2,3,6,7,8-HXCDD 0,1 0,1
1,2,3,7,8,9-HXCDD 0,1 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 0,01
OCDD 0,0001 0,0003
Dibenzofuranos policlorados

2,3,7,8-TCDF 0,1 0,1
1,2,3,7,8-PeCDF 0,05 0,03
2,3,4,7,8-PeCDF 0,5 0,3
1,2,3,4,7,8-HXCDF 0,1 0,1
1,2,3,6,7,8-HXCDF 0,1 0,1
1,2,3,7,8,9-HXCDF 0,1 0,1
2,3,4,6,7,8-HXCDF 0,1 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 0,01
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01 0,01
OCDF 0,0001 0,0003
Non-ortho PCBs

3,3'4,4'-tetraCB (PCB 77) 0,0001 0,0001
3,4,4' 5-tetraCB (PCB 81) 0,0001 0,0003
3,3'4,4' 5-penta-CB (PCB 126) 0,1 0,1
3,3'4,4'5,5'-hexaCB (PCB 169) 0,01 0,03
Mono-ortho PCBs

2,3,3'4,4'-pentaCB (PCB 105) 0,0001 0,00003
2,3,4,4' 5-pentaCB (PCB 114) 0,0005 0,00003
2,3'4,4' 5-pentaCB (PCB 118) 0,0001 0,00003
2',3,4,4' 5-pentaCB (PCB 123) 0,0001 0,00003
2,3,3',4,4' 5-hexaCB (PCB 156) 0,0005 0,00003
2,3,3'4,4'5'-hexaCB (PCB 157) 0,0005 0,00003
2,3',4,4'5,5'-hexaCB (PCB 167) 0,00001 0,00003
2,3,3'4,4'5,5-heptaCB (PCB 189) 0,0001 0,00003

FONTE: VAN DEN BERG et al. (1998; 2006).
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3.1.3 Eteres de polibromodifenil

Os éteres de polibromodifenil (PBDEs: polybrominated diphenyl ethers) sdo uma
familia de compostos bromados cuja estrutura quimica bésica contém dois anéis aromaticos

substituidos por &tomos de bromo, unidos entre si por uma ligagcdo C — O — C (Figura 4).

O
Bro,-- ---Br,

Figura 4 — Estrutura molecular dos éteres de polibromodifenil (PBDEsS).

Sua estrutura é similar a dos PCBs, podendo apresentar até 209 possiveis congéneres,
dependendo do nimero e posicdo dos atomos de bromo nos dois anéis aromaticos. Estes se
subdividem em dez grupos (de mono- a deca-PBDES), com nomenclatura similar a adotada
para 0s PCBs (BALLSCHMITER & ZELL, 1980). Porém, seu peso molecular é muito maior,
variando de 482 a 950, enquanto que o dos PCBs varia entre 188 e 493,7 (WHO 1994; 2003).

Os PBDEs comecaram a ser introduzidos no mercado no final da década de 70. Porém,
seu apice comercial ocorreu somente no final dos anos 90, principalmente com expansao do
setor eletrénico (ALAEE et al., 2003). Comercialmente, estes compostos sdo produzidos pela
bromacédo do éter de difenil em certas condicGes, resultando em produtos contendo misturas
de éteres de bromodifenil. Os trés principais produtos comercializados séo as formulacGes

PentaBDE, OctaBDE e DecaBDE. Suas composic0es estdo representadas na Tabela 3.
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Tabela 3 — Composicdo comercial dos éteres de polibromodifenil.

Composicéo
Produto
TrBDE TeBDE PeBDE HxBDE HpBDE OBDE NBDE DeBDE
DecaBDE 0,3-3% 97-98%
OctaBDE 10-12% 43-44% 31-35% 9-11% 0-1%

PentaBDE 0-1% 24-38% 50-62% 4-8%
FONTE: Adaptado de WHO (1994).

Estas formulagGes foram amplamente utilizadas como aditivos retardantes de chama
na fabricacdo de diversos produtos, tais como aparelhos de TV, computadores, telefones
celulares, eletrodomésticos, tapecaria, estofamentos, tecidos, materiais de construcgéo,
polimeros, plasticos, entre outros. Muitos destes produtos fazem parte de automdveis, dnibus
e avides, 0s quais possuem uma grande necessidade de protecéo contra o fogo. Deste modo, a
exposi¢do humana aos retardantes de chama pode ocorrer em diversas situagdes da vida diaria
(FREDERIKSEN et al., 2009).

Dentre as trés misturas comerciais, a mescla PentaBDE parece ser a que demonstra
efeitos toxicoldgicos na menor concentragdo, os quais incluem neurotoxicidade e alteraces
das funcdes da tireoide (DARNERUD et al., 2001). Além disso, os PBDEs estdo sob suspeita
de serem desruptores enddcrinos, influenciando deste modo o desenvolvimento e a
reproducdo (McDONALD, 2002). Entretanto, as informacdes a respeito do mecanismo de
toxicidade destes compostos ainda sdo bastante limitadas (CHEN & HALE, 2010).

Baseado em estudos recentes, a exposicdo da populacdo geral aos PBDEs ocorre
principalmente por uma combinagéo entre a dieta, ingestdo de poeira doméstica e inalagéo de
ar contaminado (HARRAD et al., 2010; ROOSENS et al., 2009). A contribuigdo exata destas
trés fontes varia substancialmente conforme a composigédo especifica do produto comercial,
entre individuos e conforme a nacionalidade da populagdo (COVACI et al., 2011; ROOSENS
et al., 2009).

3.1.4 Praguicidas organoclorados
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Os praguicidas sdo empregados desde a antiguidade e surgiram com a necessidade de
protecdo das colheitas contra os ataques dos insetos, que a cada ano comprometiam uma
parcela maior da producéo.

Com a evolucdo da ciéncia, surgiram 0s primeiros produtos sintéticos. A partir da
década de 40, apareceria uma primeira classe de praguicidas reunindo caracteristicas
consideradas “fantasticas”, a dos organoclorados: em baixas doses, tinham uma agao rapida e
longo efeito residual. O impacto inicial com o lancamento do primeiro composto da classe, o
DDT (diclorodifeniltricloroetano), foi tdo grande, que o seu descobridor, Paul Mdller, recebeu
0 Prémio Nobel de Quimica em 1948 (SUCEN, 2013).

Apesar de apresentarem diferentes estruturas quimicas, os praguicidas organoclorados
possuem em comum as mesmas caracteristicas de persisténcia, estabilidade e toxicidade dos
demais POPs ja apresentados nas secBes anteriores. Do ponto de vista quimico, sdo
compostos de estruturas ciclicas, com peso molecular de variadvel (entre 290 e 545) e
propriedades fisico-quimicas semelhantes.

O DDT (2,2-bis(p-clorofenil)-1,1,1-tricloroetano) foi considerado um dos praguicidas
organoclorados mais importantes, atuando como inseticida e acaricida de contato e ingestao.
Em virtude do seu baixo custo, foi considerado o inseticida mais barato ja sintetizado até hoje.
MilhGes de toneladas foram aplicadas no mundo todo a partir de 1940, sendo que 80%
somente na agricultura, com excelentes resultados econdmicos. Foi amplamente utilizado
durante a Il Guerra Mundial para proteger as tropas e 0s civis contra a maléria, o tifo e outras
enfermidades transmitidas por insetos (MIDIO & MARTINS, 2000).

O DDT é insoluvel em agua, semi-volatil e apresenta grande facilidade para liberar-se
na atmosfera. E considerado um contaminante ubiquo, tendo sido detectado inclusive no
Artico (OEHME et al., 1995). Assim como os demais POPs, possui tendéncia a acumular-se
nos tecidos gordurosos dos seres vivos, causando fenémenos de bioacumulagdo e
biomagnificacdo.

Apesar de sua estabilidade, pode sofrer degradacdes transformando-se em seus
metabdlitos  principais: o diclorodifenildicloroetileno, ou p,p’-DDE  (2,2-bis(p-
clorofenil)dicloroetileno), e o diclorodifenildicloroetano, ou p,p’-DDD (2,2-bis(p-clorofenil)-
1,1-dicloroetano). A Figura 5 demonstra a estrutura molecular do DDT e o processo de

formacéo de seus metabadlitos.
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Figura 5 — Estrutura molecular do DDT e formacéo de seus metabdlitos (DDE e DDD).

O Hexaclorociclohexano, popularmente conhecido como HCH ou BHC, possui o
nome quimico de 1,2,3,4,5,6-hexaclorociclohexano e peso molecular de 290,8. Sua estrutura
quimica basica, bem como a de seu principal isomero (y-HCH), pode ser observada na Figura
6.

Cl Cl Cl Cl
H H
H H
cl cl Cl Cl
cl Cl
Cl Cl
Hexaclorociclohexano (HCH) Lindano (y-HCH)

Figura 6 — Estrutura molecular do HCH e seu isbmero gama (Lindano).

O HCH é constituido de diversos isdmeros, sendo o alfa (o), beta (B), gama (y) e delta
(0) os principais, 0s quais compde o produto técnico. Apos terem sido isolados, descobriu-se
surpreendentemente que somente o isdmero gama, conhecido pelo nome técnico de Lindano,
€ que apresentava ac¢do inseticida. A partir de entdo, a mistura comercial passou a ser cada vez
mais refinada para a sintese do Lindano, chegando a processos de até 99% de rendimento
(WARE, 1978). Apesar de ser bastante eficaz no combate da maioria dos insetos, sua
utilizacdo em lavouras tornou-se impraticAvel devido ao seu alto custo. Porém, foi

amplamente utilizado em formulagGes farmacéuticas para uso humano como pediculicida e


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/11/DDT_to_DDD_and_DDE.svg
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escabicida (KOROLKOVAS, 1995). No Brasil, somente a RDC n° 62, de 03 de julho de
2000, proibiu o uso deste composto neste tipo de formulagdes (BRASIL, 2000).

O Aldrin (1,2,3,5,10,10-hexacloro-1,4,4a,5,8,8a-hexaidrol,4-endo-exo-5,8-dimetano-
naftaleno) é estavel a luz, calor e umidade, ndo se decompondo facilmente na presenca de
acidos e bases. O produto de grau técnico contém no minimo 95% do composto puro (WHO,
1979). Foi extensivamente utilizado como formicida, em formulagées do tipo p6 concentrado,
concentrado emulsionavel e em mistura com fertilizantes (LARINI, 1999). E transformado no
solo e pelas plantas em sua forma epdxido, o Dieldrin (1,2,3,4,10,10-hexacloro-6,7-epoxi-
1,4,4a,5,6,7,8,8a-octaidro-1,4-endo-exo0-5,8-dimetanonaftaleno), que também apresenta acdo
praguicida, possuindo ambas as formas a mesma toxicidade e pronunciada agdo residual
(MIDIO & MARTINS, 2000). JA& o Endrin (1,2,3,4,10,10-hexacloro-6,7-epoxi-
1,4,4a,5,6,7,8,8a-octaidro-1,4-endo-endo-5,8-dimetanonaftaleno) é um estéreo-isbmero do
Dieldrin, utilizado como inseticida nas culturas de algoddo e cereais e combate a gafanhotos
(LARINI, 1999). Na Figura 7 apresentam-se as estruturas quimicas do Aldrin, Dieldrin e
Endrin.

Aldrin Dieldrin Endrin

Figura 7 — Estrutura molecular dos compostos Aldrin, Dieldrin e Endrin.

O Heptacloro (3,4,5,6,7,8,8a-heptacloro-3a,4,7,7a,-tetraidro-4,7-endometanoindeno)
técnico é constituido de 72% do composto puro, tendo sido utilizado quase que
exclusivamente como formicida. Uma vez no meio ambiente, é facilmente oxidado a
Heptacloro Epdxido, sendo mais toxico que O Sseu precursor para todas as espécies de
organismos (LARINI, 1999; MIDIO & MARTINS, 2000).

Ultimo integrante da lista dos POPs, o Endosulfan (1,2,3,4,7,7a-hexacloro-

biciclo(2,2,1)hepteno-2,5,6,bis(metileno)sulfito) é um dos praguicidas mais utilizados no
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mundo (LI & MACDONALD, 2005). Tipicamente, a mistura técnica contém dois estéreo-
isdbmeros: o Alfa Endosulfan, com uma configuracdo exo, e o Beta Endosulfan, com uma

configuracdo endo. Sua estrutura molecular basica encontra-se na Figura 8.

Figura 8 — Estrutura molecular do Endosulfan.

A mistura técnica contém os seus dois estéreo-isdmeros na proporc¢do de 70% (Alfa) e
30% (Beta). Juntamente com o seu produto de degradacdo, o Endosulfan Sulfato, estes
compostos tem sido detectados em uma grande variedade de ambientes naturais, distantes das
regides de aplicacdo (BECKER et al., 2011). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) determinou sua retirada programada do mercado no prazo de trés anos,
contados a partir de 31 de julho de 2010 (BRASIL, 2010). Portanto, desde o dia 31 de julho
de 2013, a utilizacdo deste produto estd completamente proibida em culturas agricolas.

Com relacéo a utilizacdo dos demais compostos, 0 Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento (MAPA) proibiu a comercializagdo, uso e distribuicdo da maioria dos
praguicidas organoclorados destinados a agropecuaria. Fazem excecdo a esta proibicdo: o
Aldrin, quando utilizado em iscas formicidas e cupinicidas; o emprego de compostos em
campanhas de satde publica, quando aplicados por 6rgdos publicos competentes; a utilizagdo
dos compostos no processo de industrializagdo da madeira (BRASIL, 1985).

Ja em relacdo a seguranca alimentar, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento determina limite maximo de residuos (LMR) para 0s praguicidas
organoclorados em alimentos de origem animal (carnes, pescados, mel de abelhas e ovos)
(BRASIL, 2013).
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3.2 Mel de abelhas

O mel de abelhas, substancia natural produzida pelas abelhas meliferas (Apis
mellifera) a partir do néctar de flores ou exsudatos de plantas, tem sido utilizado como
alimento e medicamento desde os tempos mais remotos. As primeiras referéncias escritas a
respeito do mel datam do ano 2.000 a.C., mencionando seu uso como um medicamento e
unguento (CRANE, 1975). Ja nas civilizagdes mais antigas, o0 mel era utilizado tanto para fins
medicinais, como nutricionais (ALLSOP & MILLER, 1996; CRANE, 1999), o que persiste
até os dias de hoje.

Sua composicao é bastante variavel e depende principalmente de sua origem botanica
(PERSANO-ODDO & PIRO, 2004). Porém, alguns fatores externos também influenciam na
composigdo, tais como a sazonalidade, fatores ambientais e o processamento (ALVAREZ-
SUAREZ et al., 2010). O mel de abelhas contém pelo menos 181 substancias (CHOW, 2002),
sendo basicamente uma solucdo supersaturada de acUcares, principalmente frutose (38%) e
glicose (31%), contendo também diversos minerais, proteinas, aminoacidos, enzimas e
vitaminas (PEREZ, 2002; TERRAB et al., 2003). Uma grande variedade de constituintes
minoritarios também estd presente, muitos dos quais possuem reconhecidas propriedades
antioxidantes. Estes incluem os flavonoides e 4&cidos fendlicos (DIMITROVA,
GEVRENOVA & ANKLAM, 2007; MARTOS et al., 2000; TOMAS-BARBERAN et al.,
2001), certas enzimas (catalase, glicose oxidase) (MOLAN & BETTS, 2004) e aminoacidos
(GONZALEZ-PARAMAS et al., 2006; PATZOLD & BRUCKNER, 2006; PEREZ et al.,
2007). Na Tabela 4 apresenta-se a composi¢do média do mel de abelhas.
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Tabela 4 — Composic¢do media do mel de abelhas (em g/100 g).

Componente Média (%)
Agua 17,2
Frutose 38,2
Glicose 31,3
Sacarose 1,3
Dissacarideos (como maltose) 7,3
Outros agUcares 1,5
Acidos totais (como &cido gluconico) 0,57
Cinzas 0,17
Nitrogénio 0,04
Minerais 0,2
Aminoacidos e proteinas 0,3

FONTE: Adaptado de ALVAREZ-SUAREZ et al. (2010).

Assim como a composicao especifica do mel de abelhas depende da origem botanica
do mesmo, os contaminantes que podem estar presentes também dependem das culturas que
encontram-se ao redor das colmeias (ALIFERIS et al., 2010). A aplicacdo de praguicidas na
agricultura e as emiss@es de poluentes industriais contaminam o solo, o ar, a gua, bem como
as flores as quais as abelhas coletam néctar e p6len, ocasionando uma contaminacao indireta
do mel (RIAL-OTERO et al., 2007). Este, porém, ndo é o unico problema relacionado as
abelhas e seus produtos. Nos Gltimos anos, um fenémeno tem causado o seu desaparecimento
e devastado um grande numero de colmeias, causando Sérios prejuizos também para as
atividades agricolas que necessitam de polinizacdo. Este fendmeno, denominado de
“desordem do colapso das colonias” (CCD: Colony Collapse Disorder), ainda ndo possui um
consenso sobre sua origem, supondo-se que possa ser tanto devido a introducdo de um novo
agente infeccioso, quanto pelo uso indiscriminado de praguicidas (NOZAL et al., 2008;
WIEST et al., 2011).

Nos Estados Unidos, o problema com a CCD ¢ tdo grave que recentemente foi tema de
uma reportagem de capa na Revista Time, edi¢do do dia 19 de agosto de 2013 (WALSH,
2013). No texto pode-se ter ideia da importancia que as abelhas representam para producéo de
alimentos no mundo. Essas operarias incansaveis, ndo remuneradas e andnimas do sistema
agricola adicionam mais de 15 bilhGes de ddlares a producdo agricola do pais a cada ano.
Segundo o autor, devemos agradecer as abelhas por uma a cada trés porc¢des de alimentos
consumidas por dia. Mesmo sabendo da importancia econémica e social das abelhas, a CCD

ainda continua sendo um mistério. No ultimo inverno dos Estados Unidos, este fenémeno
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devastou um terco das coldnias de abelhas do pais, um aumento de 42% em relagdo ao ano
anterior.

Em diversos paises, a maioria das analises residuais de produtos das abelhas (mel,
cera, propolis) tem revelado algum tipo de praguicida. Com relacdo aos praguicidas
organoclorados, alguns estudos foram encontrados dentre a literatura consultada. Na Espanha,
Blasco et al. (2004) analisaram residuos em amostras de mel provenientes de Portugal e
Espanha, encontrando os compostos HCB, a-HCH, B-HCH e y-HCH em todas as amostras
analisadas. Yavuz et al. (2010) analisaram amostras de mel da Turquia, detectando residuos
dos compostos Aldrin, Dieldrin, Clordano, DDT e analogos, Endosulfan, HCH e Heptacloro
em mais de 96% das amostras. J4 Choudhary & Sharma (2008), na india, detectaram DDT e
analogos em menos de 8% das amostras analisadas, enquanto que os isémeros de HCH foram
detectados em menos de 18%. No Brasil, estudos sobre a analise de residuos de
organoclorados em mel s&o raros. Dentre a literatura consultada somente o estudo de Rissato
et al. (2007) foi encontrado, onde foram analisados residuos em amostras de mel colhidas nos
anos de 2003 e 2004, provenientes de Bauru/SP. Neste estudo, residuos de HCB, Endosulfan
Sulfato e Tetradifona foram detectados em todas as amostras analisadas.

Com relagdo aos PCBs, dois estudos foram encontrados. O primeiro, realizado na
Espanha, analisou seis PCBs indicadores em 111 amostras de mel, detectando os PCBs 138 e
28 em 83% e 58% das amostras, respectivamente, aléem dos PCBs 52, 101, 153 e 180 com
menor frequéncia (HERRERA et al., 2005). O segundo estudo, realizado na Turquia, analisou
os sete PCBs indicadores em nove amostras de mel, detectando o PCB 28 em todas as
amostras analisadas (ERDOGRUL, 2007). Ja a respeito de estudos com BFRs, somente um
foi encontrado (WANG et al., 2010), onde foram analisados 27 PBDEs em 50 amostras
provenientes de diferentes paises. Em relacdo a analise de dioxinas, furanos e DL-PCBs em

mel de abelhas, nenhum estudo foi encontrado.

3.3 Métodos analiticos para determinacdo de Poluentes Organicos Persistentes em

alimentos

Para a determinacdo de residuos os alimentos necessitam de uma etapa prévia de
preparacdo de amostra. Este tipo de matriz é considerado complexo devido a existéncia de

propriedades quimicas distintas, as quais podem ser incompativeis com as colunas
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cromatograficas. Adicionalmente, a concentracdo dos compostos a ser analisada esta em nivel
de tracos, o que requer uma extracdo ainda mais criteriosa (QUEIROZ et al., 2001).

Com o passar dos anos, diversas técnicas tém sido desenvolvidas e aprimoradas para a
extracdo dos POPs, buscando cada vez mais eficiéncia e seletividade. Alguns autores optam
por analisar a gordura do alimento, enquanto outros analisam o alimento como um todo. Essa
escolha depende muito da quantidade de gordura disponivel para extracdo, o que é mais
utilizado, naturalmente, para alimentos de origem animal.

Dentre as técnicas de extracdo consultadas destaca-se a de dispersao da matriz em fase
solida (MSPD: Matrix Solid Phase Dispersion), a qual tornou-se frequentemente utilizada em
estudos com matrizes ambientais e de alimentos. De maneira geral, a amostra pde-se em
contato com um sorvente adequado (C18, silica, alumina, Florisil®) até conseguir sua
dispersdo homogénea na superficie do sorvente. O p6 seco assim obtido é entdo colocado em
uma coluna cromatografica ou cartucho de extracdo em fase sélida (SPE: Solid Phase
Extraction) para a sua extracdo com solventes. O passo seguinte depende do tipo de matriz
analisada e dos analitos de interesse, mas geralmente o extrato resultante é submetido a etapas
de limpeza e purificacdo através de colunas multicamadas de silica (acida e basica), seguido
ou ndo de fracionamento através de cartuchos de SPE recheados com carbono. Esta técnica
possibilita a extracdo e separacao dos extratos contendo os diferentes grupos de POPs em uma
grande variedade de alimentos, 0s quais necessitam ser analisados por diferentes
equipamentos cromatograficos. Como exemplos da aplicacdo desde método, pode-se verificar
a analise de praguicidas organoclorados, PCBs, PCDDs e PCDFs em peixes (BORDAJANDI
et al., 2003; GOMARA et al., 2005), PBDEs e PCBs em leite humano (GOMARA et al.,
2011), PBDEs em diversos géneros alimenticios (GOMARA, HERRERO & GONZALEZ,
2006), PCDDs, PCDFs e PCBs em figado ovino (BRUNS-WELLER, KNOLL & HEBERER,
2010), leite de bafala (ESPOSITO et al., 2010), pescados (STORELLI et al., 2011), entre

outros. Na Figura 9 encontra-se um esquema representativo deste método.
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Figura 9 — Esquema representativo do método de dispersdo da matriz em fase solida (MSPD).

A extracdo através de solventes, utilizando a extracdo liquido-liquido (LLE: Liquid-
Liquid Extraction) com o auxilio ou ndo do sistema Soxhlet, também tem sido utilizada para a
extracdo de POPs em diversos tipos de alimentos (FROMBERG et al., 2011; VOORSPOELS
et al., 2008; XING et al., 2009). Esta, porém, deve sempre ser seguida de outra técnica para a
remocdo de interferentes, como a hidrolise acida (SILVA et al., 2009; USYDUS et al., 2008),
a cromatografia em coluna multicamadas ou a SPE (PERELLO et al., 2010; SCHECTER et
al.,, 2011; XING et al.,, 2009; ZHANG et al., 2008). Para leite humano, um estudo foi
realizado para extracdo de PCBs através da Microextragdo em Fase Solida (SPME: Solid
Phase Micro Extraction). Esse sistema consiste em uma fibra de PDMS onde os PCBs sé&o
adsorvidos em determinadas condic¢des de tempo e temperatura (KOWALSKI et al., 2010).
Este, porém, foi o Unico trabalho a utilizar esta técnica para POPs dentro da bibliografia
consultada.

Com relagéo aos praguicidas, um método desenvolvido por Anastassiades et al. (2003)
tem sido bastante utilizado para amostras de alimentos. Este método, denominado de
QUECHhERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe), apresenta muitas vantagens e,
como diz o préprio nome, promete ser rapido, facil, barato, efetivo, robusto e seguro. Durante
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0 seu desenvolvimento, grande énfase foi dada para a obtencdo de um procedimento
dindmico, que pudesse ser aplicado em qualquer laboratério, devido a simplificacdo das
etapas (PRESTES et al., 2009). Na Figura 10 encontra-se representado o fluxograma original
do método QUEChERS (ANASTASSIADES et al., 2003).

Pesa-se 10 g de amostra em um tubo de
centrifuga de 40 mL

Adiciona-se 10 mL de acetonitrila e a mistura é
agitada vigorosamente em vortex por 1 min

@

Adiciona-se 4 g MgSO, e 1 g NaCl

Agita-se imediatamente em vortex por 1 min

¢

Adicionam-se os padrdes internos

Agita-se em vortex por 30 s e centrifuga-se o
extrato por 1 min

¢

Transfere-se uma aliquota de 1 mL do
sobrenadante para um micro-tubo de
centrifuga contendo 25 mg de PSA e 150
mg de g MgSO,

Agita-se manualmente ou com vortex por 30 s,
seguido de centrifugacdo do extrato por 1 min

¢

Determinag&o final
(usualmente por GC-MS)

Figura 10 — Fluxograma representativo do método QUEChERS original.
FONTE: Adaptado de ANASTASSIADES et al. (2003).

O método e baseado na extragdo dos residuos da matriz por centrifugacdo, utilizando
como solvente a acetonitrila. A agua é separada do solvente pela adi¢cdo de sais (sulfato de
magnésio e cloreto de sodio). O extrato passa entdo por uma etapa de limpeza através da
extracdo em fase sélida dispersiva (D-SPE: Dispersive Solid Phase Extraction) utilizando
como sorvente amina primaria secundaria (PSA: Primary Secondary Amine), o qual

eficientemente remove a maioria das substancias polares interferentes presentes na matriz.
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Finalmente, o extrato preparado desta forma encontra-se pronto para a determinacdo final
através dos sistemas cromatogréaficos.

Ap0s a versdo original, este método tem sido utilizado com algumas modificacdes em
uma ampla gama de alimentos, com excelentes resultados para a extracdo dos praguicidas
organoclorados. Como exemplo, pode-se verificar a sua aplicacdo em repolho e rabanete
(NGUYEN et al., 2008), frutas (CIESLIK et al., 2011), cereais (WALORCZYK, 2007),
alimento infantil a base de frutas (CAJKA et al., 2008), feno para alimentacdo animal
(TSIPLAKOU et al., 2010), uvas e vinhos (DASGUPTA et al., 2010), sendo este Gltimo o
unico trabalho encontrado o qual também utilizou 0 método QUEChERS para PCBs.

Apobs a extracdo dos POPs da matriz e purificagdo dos extratos, os analitos sdo
separados, identificados e quantificados por cromatografia a gas. A escolha do detector
acoplado ao sistema depende da sensibilidade exigida para o grupo de POPs o qual se deseja
analisar. Para os praguicidas organoclorados, NDL-PCBs e PBDEs, os detectores de captura
de elétrons (ECD: Electric Capture Detection) e espectrdmetro de massas quadrupolo (MS:
Mass Spectrometry) apresentam bons resultados, tendo sido utilizados em uma grande
variedade de pesquisas. Como exemplo, pode-se verificar a aplicacdo em estudos com peixes
(BOTARO et al., 2011; KOENIG, HUERTAS & FERNANDEZ, 2013; LAVANDIER et al.,
2013; ZHANG et al., 2012), leite humano (ASANTE et al., 2011; KOWALSKI et al., 2010),
carne e produtos carneos (COSTABEBER et al., 2006), queijos (SANTOS et al., 2006), leite
bovino (HECK et al., 2007), milho (SCHWANZ et al., 2012), mel de abelhas (ERDOGRUL,
2007; KUJAWSKI, PINTEAUX & NAMIESNIK, 2012; RISSATO et al., 2007
TSIROPOULOS & AMVRAZI, 2011; YAVUZ et al., 2010), entre outros. Na Figura 11
pode-se observar o esquema de funcionamento de um espectrometro de massas tipo

quadrupolo.
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Figura 11 — Esquema de funcionamento de um detector MS-Q.
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Além destas técnicas convencionais, detectores de espectrometria de massas mais
sensiveis necessitam ser utilizados para a determinacdo de compostos que encontram-se nas
amostras em niveis mais baixos, especialmente os DL-PCBs, PCDDs e PCDFs. Dentre 0s
mais utilizados, destaca-se a espectrometria de massas de alta resolu¢cdo (HRMS: High
Resolution Mass Spectrometry), a qual alcanga inquestionavel seletividade e sensibilidade
para uma grande variedade de compostos. Como exemplo, pode-se verificar a aplicacdo em
estudos com frutas, legumes e verduras (GRASSI et al., 2010), suplementos alimentares
(MARTI et al., 2010), alimentos infantis (PANDELOVA et al., 2010), leite de bufala e
derivados (DE FILIPPIS et al., 2013; ESPOSITO et al., 2010), leite de ovelna (BRAMBILLA
et al., 2011), leite humano (BIANCO et al., 2013; BORDAJANDI, ABAD & GONZALEZ,
2008; CROES et al., 2012; SHEN et al., 2012; TAl et al., 2011), peixes (CAKIROGULLARI,
UCAR & KILIC, 2011; GOMARA et al., 2005), em estudos que analisaram diversos
alimentos da dieta da populacdo local (MARIN et al., 2011; SONG et al., 2011; WINDAL et
al., 2010), entre outros.

A espectrometria de massas sequencial ou tandem (MS/MS), com analisador do tipo
triplo quadrupolo (QqQ), também tem sido utilizada para determinar vérias classes de POPs.
Estudos comparando a eficiéncia e seletividade do sistema HRMS com o0 MS/MS-QqQ tem
sido realizados, uma vez que seu custo de manutencao e operacdo é bastante inferior quando
comparado a sistemas de HRMS. Estes demonstram que esta técnica também possui
sensibilidade suficiente para detectar compostos a niveis de pg (picograma) e/ou fg
(fentogramas) em amostras de alimentos (GARCIA-BERMEJO et al., 2011; MACKINTOSH
et al., 2012). Neste sistema, trés quadrupolos funcionam em sequéncia: o primeiro (Q1) e o
ultimo (Q3) operam como filtros selecionadores de massas, enquanto que o segundo (Q2)
opera como camara de colisdo, onde os ions sdo fragmentados através de energias de colisdo
(Figura 12).

Existem diferentes formas de varredura (scan) com os quais um MS/MS pode operar.
Para anélise e quantificacdo de compostos com concentracbes muito baixas, como é 0 caso
das PCDDs e PCDFs, 0 QqQ pode operar no modo de monitoramento de reagdes multiplas
(MRM: Multiple Reaction Monitoring), onde o ion precursor € selecionado (Q1), fragmentado
com uma energia de colisdo (CID: Collision Induce Dissociation) previamente selecionada
(Q2), seguida da analise dos ions do produto (Q3) (Figura 13). Desta forma, além de ser
guantificado, o composto o qual se estd buscando é identificado e confirmado
qualitativamente com base na proporcdo dos ions de produto, assegurando uma analise muito

mais confiavel.
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Figura 12 — Esquema de funcionamento de um MS/MS-QqQ.
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Figura 13 — Exemplo de funcionamento de um detector MS/MS-QgQ no modo MRM.

Exemplos de aplicacdo da andlise de alguns POPs por MS/MS-QqQ podem ser
encontrados em estudos com peixes (KALACHOVA et al., 2013; LABADIE et al., 2010;
MACKINTOSH et al., 2012), carnes (HUO et al., 2012), além de diversos alimentos da dieta
(CIMENCI et al., 2013).
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RESUMO

Os praguicidas organoclorados sdo motivo de preocupacdo, devido a sua presenca em
alimentos e no meio ambiente. No presente estudo, doze destes compostos foram investigados
em 186 amostras de mel de abelhas provenientes da regido Sul do Brasil, coletadas entre 0s
anos de 2009 e 2011. A concentragdo dos compostos variou entre <LQ e 92 ng g™, sendo que
77% das amostras estavam contaminadas. Os praguicidas endosulfan alfa (média de 1,84 ng g’
1, endosulfan sulfato (média de 1,68 ng g™) e endrin (média de 2,95 ng g™*) foram os mais
frequentes, sendo detectados em 50, 49 e 24% das amostras, respectivamente. Com relagéo ao
estado de origem, o somatério total das médias dos praguicidas foi de 12,6 ng g™ (RS), 12,2
ng g™ (SC) 8,9 ng g™ (PR). O mel de abelhas proveniente do estado de SC apresentou maior
contaminacdo do composto aldrin (média de 4,6 ng g™), quando comparado aos provenientes
do RS (média de 0,5 ng g*) e PR (média de 0,3 ng g™). Com relacdo ao ano de colheita, 0
somatdrio total das médias dos praguicidas foi de 13,2 ng g™ (2009), 15,5 ng g™ (2010) e 7,1
ng g* (2011), enquanto que o composto endrin diferiu significativamente entre as amostras
coletadas nos anos de 2010 (média de 6,2 ng g™*) e 2011 (0,6 ng g™*). De acordo com o limite
maximo de residuos estabelecido pela legislacdo brasileira, 18% das amostras apresentaram
concentracdes superiores ao permitido, 0 que pode representar risco a saide do consumidor.
Apesar destes compostos encontrarem-se banidos ou severamente restringidos, ainda
continuam a ser detectados em mel de abelhas, o que indica a sua utilizacdo como

bioindicador da contaminagdo ambiental.

Palavras-chave: mel de abelhas; praguicidas organoclorados; seguranca alimentar;

contaminacdo ambiental; bioindicador.
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1. Introducéo

O mel é um produto natural, produzido pelas abelhas meliferas (Apis mellifera) a partir
do néctar de flores ou exsudatos de plantas. Além dos componentes majoritarios, que sao 0s
acucares (glicose, frutose, sacarose, maltose, entre outros) e a 4gua, também possui em sua
composicao diversas substancias em pequenas quantidades, entre elas os sais minerais (K, Na,
Cl, S, Ca, P, Fe, Mg), vitaminas (tiamina, riboflavina, vitamina K, acido félico, biotina,
piridoxina), enzimas (invertase, didstase, glicose oxidase, catalase e fosfatase), aminoéacidos,
substancias aromaticas, acidos organicos, pigmentos e outras substancias (Belitz & Grosch,
2002).

A composicdo especifica de cada tipo de mel, bem como o0s contaminantes que podem
estar presentes, depende das culturas que se encontram ao redor das colmeias (Aliferis,
Tarantilis, Harizanis, & Alissandrakis, 2010). A aplicacdo de praguicidas na agricultura
contamina o solo, ar, &gua, bem como as flores as quais as abelhas coletam o néctar para a
producdo de mel. Todos os dias, milhares de abelhas operarias realizam 10 viagens, em
média, a fim de explorar em torno de sete km? de area ao redor de suas colmeias, coletando
néctar, dgua e polen. Durante este processo, varios produtos quimicos e particulas em
suspensdo sdo interceptados por estas abelhas, retidos em seu corpo, inalados e ingeridos
através da traqueia (Devillers & Pham-Delegue, 2002). Nestas condi¢des, as abelhas, que sdo
organismos quase onipresentes e requerem modestas fontes de alimentos, sdo altamente
sensiveis a fatores biologicos, quimicos e fisicos, tais como parasitas, contaminantes
industriais e praguicidas. Consequentemente, abelhas e seus produtos, tais como o0 mel e 0

polen apicola, podem ser utilizados como bioindicadores da contaminacdo ambiental



47
(Kujawski, Pinteaux, & Namiesnik, 2012; Lambert et al., 2013; Rissato, Galhiane, Almeida,
Generutti,& Apon, 2007; Wiest et al., 2011).

Nos ultimos anos, o desaparecimento das abelhas tem devastado grande nimero de
colmeias ao redor do mundo, causando sérios prejuizos tanto para a apicultura, quanto para as
atividades agricolas que necessitam de polinizacdo. Este fenémeno, denominado nos Estados
Unidos de “desordem do colapso das colonias” (CCD: Colony Collapse Disorder), ainda ndo
possui um consenso sobre sua origem, supondo-se que possa ser tanto devido a introducéo de
um novo agente infeccioso, quanto pelo uso indiscriminado de praguicidas (Nozal et al.,
2008; Wiest et al., 2011). O envenenamento de abelhas por praguicidas é um sério problema,
pois as abelhas sdo os principais polinizadores de muitas culturas. Neste sentido, a
determinacdo de praguicidas em produtos apicolas é necessdria para monitorar a
contaminacdo, além de garantir a satde do consumidor (Morzycka, 2002).

A contaminacdo de alimentos por praguicidas organoclorados tem sido considerada
um sério perigo a salde humana devido a sua persisténcia ambiental, bioacumulacdo e
toxicidade. No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA)
proibiu a comercializacdo, 0 uso e a distribuicdo destes compostos destinados a agropecuéria
em todo o territdrio nacional através da Portaria n° 329, de 02 de setembro de 1985 (Brasil,
1985). Porém, esta mesma portaria permite sua utilizacdo em campanhas de salde publica no
combate a vetores de agentes etiologicos de moléstias. Com relacéo ao praguicida endosulfan,
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) determinou a sua retirada programada
do mercado brasileiro no prazo de trés anos, contados a partir de 31 de julho de 2010, através
da RDC n° 28, de 9 de agosto de 2010 (Brasil, 2010). Portanto, este produto que antes era
utilizado em culturas de café, soja, cacau, algoddo e cana-de-acucar, encontra-se

completamente proibido desde o dia 31 de julho de 2013.
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Em diversos paises, a maioria das analises residuais em mel de abelhas tem detectado
algum tipo de praguicida. Estudos realizados na Franca (Lambert et al., 2013), Grécia
(Tsiropoulos & Amvrazi, 2011), Turquia (Yavuz, Guler, Aktumsek, Cakmak, & Oaparlakm,
2010) e india (Choudhary & Sharma, 2008; Mukherjee, 2009) revelaram a presenca constante
do praguicida endosulfan. No Brasil, um estudo realizado com amostras do municipio de
Bauru, estado de S&o Paulo, também detectou o praguicida endosulfan, além de residuos de
aldrin (Rissato et al., 2007). A presenca de outros praguicidas organoclorados, tais como DDT
(diclorodifeniltricloroetano), lindano, endrin, hexaclorociclohexano (HCH), heptacloro, entre
outros, também foi detectada em mel de abelhas da Espanha (Blasco, Lino, Pico, Pena, Font,
& Silveira, 2004; Herrera et al., 2005) e Polénia (Kujawski, Pinteaux, & Namiesnik, 2012),
além de um estudo com amostras de diversos paises, principalmente dos Estados Unidos
(Wang, Kliks, Jun, & Li, 2010).

Com relacgdo a seguranca alimentar, a legislacdo brasileira determina limite maximo de
residuos (LMR) para os praguicidas organoclorados em mel de abelhas através da Instrugdo
Normativa N° 17, de 29/05/2013, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA) (Brasil, 2013). O valor de referéncia para 0s compostos investigados no presente
estudo é de 10 ug Kg™.

Este estudo teve como objetivos determinar os niveis residuais de praguicidas
organoclorados em mel de abelhas da regido Sul do Brasil; comparar os valores encontrados
com os estabelecidos pela legislacdo; verificar a distribuicdo dos praguicidas conforme o
estado de origem e 0 ano de coleta das amostras e elucidar as possiveis fontes da

contaminacdo ambiental utilizando o mel de abelhas como bioindicador.

2. Material e Métodos
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2.1 Amostragem
Foram analisadas 186 amostras de mel de abelhas, obtidas de estabelecimentos
comerciais em diferentes cidades dos estados da regido Sul do Brasil durante os anos de 2009
(n=63), 2010 (n=64) e 2011 (n=59). Para fins de informac&o, foram considerados os rotulos
disponibilizados nas embalagens. Do total de amostras analisadas, 124 eram do estado do Rio
Grande do Sul, 38 do estado de Santa Catarina e 24 do estado do Parana. Apos a coleta, as
amostras foram transportadas até o laboratorio, onde permaneceram armazenadas a

temperatura ambiente em armario fechado, protegido da luz, até 0 momento das analises.

2.2 Reagentes e padrdes

Acetonitrila grau HPLC foi adquirida de Mallinckrodt Baker, Inc. (NJ, USA). Os
reagentes sulfato de magnésio anidro (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, USA), cloreto de sodio
(Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, USA) e amina primaria/secundaria (PSA) 40 um (Supelco,
Inc., Bellefonte, Pennsylvania, USA) eram de pureza analitica certificada para a andlise de
pesticidas. Agua ultrapura foi obtida pelo sistema Milli-Q® (Millipore, Bedford, MA, USA).

Os praguicidas organoclorados investigados foram: aldrin, dieldrin, p,p’-DDE, p,p -
DDD, p,p’-DDT, endosulfan alfa, endosulfan beta, endosulfan sulfato, endrin, heptacloro,
heptacloro epdxido e metoxicloro. Padrdes certificados destes compostos foram adquiridos de

AccuStandard, Inc. (New Haven, USA), com grau de pureza superior a 95%.

2.3 Preparacao das amostras

Os praguicidas foram extraidos e purificados através do método QUEChERS (Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) (Anastassiades, Lehotay, Stajnbaher, & Schenck,
2003), com algumas modificacdes. Maiores detalhes do procedimento podem ser observados

na Figura 1.
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2.4 Analise cromatogréfica

Os extratos foram analisados em um cromatografo a gas 6890N acoplado a um
espectrometro de massas 5975B inert XL (Agilent Technologies). Um pL dos extratos foi
injetado em modo splitless através de injetor automatico, com a temperatura do injetor
permanecendo constante a 250 °C. A separacgdo dos praguicidas foi realizada em uma coluna
capilar de silica fundida DB-5MS (30 m comprimento, 0,25 mm didmetro interno e 0,25 um
de espessura de fase estacionaria; J &W Scientific). Hélio foi utilizado como gas de arraste a
uma pressdo inicial de 13.37 psi, com fluxo constante de 1,5 mL min™. A programacéo de
temperatura do forno foi como segue: 60 °C (1min), 20 °C min * até 150 °C, 2 °C min * até
220 °C, 50 °C min™ até 280 °C (3.3min). A linha de transferéncia, temperatura da fonte e do
quadrupolo permaneceram constantes a 290 °C, 230 °C e 150 °C, respectivamente. As
analises foram realizadas no modo de impacto de elétrons (EI) com energia a 70 eV, bem
como no modo de monitoramento de ions selecionados (SIM). A identificacdo e quantificacao
dos compostos foram realizadas através da comparagdo dos tempos de retencdo dos picos
encontrados nas amostras com os tempos de retengédo individuais dos padrdes de referéncia,
sob as mesmas condic¢des de trabalho, bem como pela comparacdo da abundancia dos ions
majoritarios de cada um dos compostos, obtidos a partir dos padrdes de referéncia, com os
fons encontrados nas amostras. Os ions selecionados foram m/z 65, 100, 271 e 273
(heptacloro); m/z 66, 79, 91 e 262 (aldrin); m/z 350, 352 e 354 (heptacloro epoxido); m/z 194,
206, 236 e 238 (endosulfan alfa); m/z 77, 79, 81 e 82 (dieldrin); m/z 246, 247, 315 e 317 (p,p -
DDE); m/z 67, 81, 262 e 264 (endrin); m/z 194, 206, 236 e 240 (endosulfan beta); m/z 165,
235, 236 e 237 (p,p-DDD e p,p’-DDT); m/z 228, 236, 271 e 273 (endosulfan sulfato); m/z

227 e 228 (metoxicloro).
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2.5 Controle de qualidade
O método proposto foi previamente validado, com resultados satisfatorios para todos
0s parametros testados. Os coeficientes de variacdo (CV) para repetibilidade e precisao
intermedidria variaram entre 9,8 e 17,1% e entre 13,2 e 20%, respectivamente. Os coeficientes
de correlagdo para a linearidade foram superiores a 0,99 na faixa de 0,5 a 64,0 ng g™ para
todos os praguicidas. A recuperacdo média variou entre 68 e 114%. Os limites de detec¢édo
(LD) e de quantificacdo (LQ) variaram entre 0,1 e 1,3 ng g™ e entre 0,5 e 4,0 ng g*,
respectivamente. Brancos foram realizados para cada lote de amostras extraidas, com o

objetivo de identificar possiveis interferéncias.

2.6 Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados através do programa Statistica 7®. Devido ao fato
de que as concentracBes dos praguicidas ndo apresentaram distribuicdo normal, o teste ndo
paramétrico Kruskal-Wallis ANOVA foi utilizado para avaliar as diferencas dos
contaminantes entre os estados de origem e os anos de colheita. Para concentragdes <LQ, Y2
LD foi utilizado nas analises estatisticas. As diferencas foram consideradas significativas

quando p<0,05.

3. Resultados e discussao

Na Tabela 1 apresentam-se as concentracfes (média, desvio-padrdo, mediana, minimo
e maximo), bem como a frequéncia de determinacdo dos praguicidas organoclorados em mel
de abelhas da regido Sul do Brasil.

Dentre os 12 praguicidas analisados, oito foram detectados acima do limite de

quantificacdo. Do total de amostras analisadas, 77% (144 amostras) apresentaram
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contaminacdo por algum destes praguicidas. Os mais frequentes foram o endosulfan alfa,
endosulfan sulfato e endrin, detectados em 50, 49 e 24% das amostras, respectivamente. Os
demais compostos obtiveram uma frequéncia de determinacdo menor que 10% (p,p-DDT,
heptacloro, aldrin, metoxicloro e p,p’-DDD). Os praguicidas dieldrin, p,p’-DDE, endosulfan
beta e heptacloro epoxido ndo foram detectados entre as amostras analisadas. Com relacéo as
concentracdes, o endrin obteve a maior média (2,95 ng g?), seguido dos compostos
endosulfan alfa (1,84 ng g), endosulfan sulfato (1,68 ng g™), heptacloro (1,57 ng g™*) e aldrin
(1,07 ng g™). Os praguicidas p,p -DDT, metoxicloro e p,p’-DDD obtiveram as concentracdes
mais baixas, com médias de 0,26, 0,03 e 0,01 ng g™, respectivamente.

As abelhas estdo sempre em contato com o meio ambiente, coletando alimento e agua
para sua subsisténcia e fabricacdo do mel. Os residuos detectados foram provavelmente
introduzidos no mel através das abelhas, as quais se alimentaram de néctar e/ou pélen de
flores contaminadas. O praguicida que obteve maior frequéncia de detec¢do, o endosulfan, foi
0 Unico de utilizacdo ainda permitida durante o periodo de coleta das amostras. Este composto
é um inseticida e acaricida extensivamente utilizado na agricultura em uma grande variedade
de culturas, devido a sua versatilidade. A mistura técnica, forma como o praguicida é
comercializado, contém os dois isdmeros (alfa e beta) em uma proporcdo 7:3. Juntamente com
0 seu produto de degradacdo, endosulfan sulfato, tem sido detectado em diversos ambientes
naturais, distantes do seu local de aplicacdo (Becker, Scheringer, Schenker, & Hungerbunhler,
2011). Um estudo recente demonstrou que a taxa de degradacdo do isbmero beta em
endosulfan sulfato é superior a do isdbmero alfa (Tiwaki & Guha, 2013), o que pode explicar a
auséncia do isdmero beta dentre as amostras analisadas.

Comparando-se o presente estudo com outros dentre a literatura consultada (Tabela 2),
a concentracdo média dos praguicidas organoclorados foi menor quando comparada a estudos

realizados na Turquia (Yavuz et al., 2010) e india (Choudhary & Sharma, 2008). Porém, em
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relacdo ao endosulfan (alfa e sulfato), as amostras do presente estudo apresentaram maiores
concentragdes. Ja os estudos realizados na Espanha e Portugal (Blasco et al., 2004; Herrera et
al., 2005) demonstraram niveis mais baixos dentre a maioria dos compostos pesquisados.

Diferencas entre os perfis e concentracdes das amostras de acordo com o estado de
origem podem ser observadas (Figura 2). Na Figura 2A observa-se o perfil da concentracédo
total dos praguicidas. O estado do Rio Grande do Sul obteve a maior concentracédo (12,6 ng g’
1, sequido dos estados de Santa Catarina (12,2 ng g™) e Parané (8,9 ng g%). J& na Figura 2B,
observam-se as diferencas nas concentracdes individuais de cada composto. Embora alguns
praguicidas demonstrem a tendéncia de estarem em maior concentracdo em algum dos
estados, somente o aldrin diferiu significativamente, apresentando-se em maior concentracdo
nas amostras de Santa Catarina (média de 4,6 ng g*), enquanto que as amostras provenientes
dos estados do Rio Grande do Sul e Paran4 apresentaram valores médios de 0,5 e 0,3 ng g,
respectivamente. E importante ressaltar que estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de
pesquisa sugerem a relacdo do aldrin com a ocorréncia do cancer de mama em mulheres
(COSTABEBER, 2000).

Com relacéo ao ano de colheita, algumas diferencas podem ser observadas (Figura 3).
A concentracdo total de praguicidas detectados em 2010 foi superior ao ano de 2009, com
valores totais de 15,5 ng g~ e 13,2 ng g, respectivamente. Porém, no ano de 2011, houve
uma reducéo na concentracdo total quando comparado aos anos anteriores, o qual apresentou
um valor total de 7,1 ng g* (Figura 3A). J& em relacdo & concentracdo individual dos
compostos, somente o endrin diferiu significativamente entre as concentracdes das amostras
coletadas em 2010 (6,2 ng g*) e 2011 (0,6 ng g*) (Figura 3B). Apesar de os demais
compostos apresentarem tendéncias de reducdo ou aumento na concentragdo com o passar dos

anos, esta diferenca nao foi significativa.
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Com relagdo a seguranca alimentar, uma quantidade importante de amostras superou o

limite maximo de residuos (LMR) permitido pela legislacdo, que é de 10 ng g™ para os
compostos analisados no presente estudo. De um total de 186 amostras, 34 superaram o limite
estabelecido, o que significa que mais de 18% nos méis analisados estdo em desacordo com a
legislacdo. Dentre estas 34 amostras, 4 superaram o limite para o aldrin (entre 14,0 e 72,0 ng
g™h), 1 para 0 p,p’-DDT (11,9 ng g%, 5 para o endosulfan alfa (entre 12,3 e 31,7 ng ), 17

para o endrin (entre 11,6 e 64,6 ng g™*) e 7 para o heptacloro (entre 11,5 e 90,3 ng g™).

4. Conclusodes

As amostras analisadas no presente estudo apresentaram uma contaminagdo
importante por praguicidas organoclorados. Do total de amostras investigadas, 77% estavam
contaminadas por algum praguicida, com predominancia dos compostos endosulfan alfa,
endosulfan sulfato e aldrin. Diferengas entre as concentra¢des dos praguicidas de acordo com
0 estado de origem e ano de colheita foram observadas. O composto aldrin apresentou maior
concentracdo nas amostras do estado de Santa Catarina, enquanto que o endrin obteve uma
reducdo significativa nas amostras coletadas no ano de 2011. Com relacdo & seguranca
alimentar, 18% das amostras apresentaram concentracGes superiores ao limite méaximo de
residuos permitido pela legislacdo, o que representa um risco a saude do consumidor. Os
resultados encontrados no presente estudo demonstram a importancia da utilizacdo do mel de
abelhas como bioindicador da contaminacdo ambiental, pois apesar da maioria dos compostos
investigados terem sido banidos ha muitos anos, ainda continuam presentes no meio ambiente

devido a sua persisténcia.
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Tabela 1 — Concentracdo de praguicidas organoclorados (ng g*) em mel de abelhas da regi&o

Sul do Brasil (n=186).

Praguicida Média DP Mediana Min.-Max. % >LQ (n)
Aldrin 1,07 7,54 0,00 <LQ-72,0 5% (9)
Dieldrin ND - ND ND 0% (0)
p,p’-DDE ND - ND ND 0% (0)
p,p’-DDD 0,01 0,10 0,00 <LQ-1,31 1% (1)
p,p’-DDT 0,26 1,15 0,00 <LQ-11,9 8% (15)
Endosulfan alfa 1,84 3,37 0,54 <LQ-31,7 50% (93)
Endosulfan beta ND - ND ND 0% (0)
Endosulfan sulfato 1,68 3,02 0,00 <LQ-23,9 49% (92)
Endrin 2,95 8,82 0,00 <LQ-64,6 24% (44)
Heptacloro 1,57 9,21 0,00 <LQ-90,3 5% (10)
Heptacloro epdxido ND - ND ND 0% (0)
Metoxicloro 0,03 0,18 0,00 <LQ-1,57 2% (4)

> Praguicidas 941 15,4 3,81 <LQ-92.0 77% (144)

DP: desvio padrdo. LQ: limite de quantificagdo. ND: ndo detectado acima do LQ. Valores < LQ foram
considerados como zero para os célculos da média e mediana.



Tabela 2 — Concentragdes de praguicidas organoclorados em mel de abelhas de diferentes paises.

Concentracio média (ng g~)

E:"isamostras) Aldrin Dieldrin BSE ISIFD)D BBT End;)lsf:Ifan Endt());lilfan Enscij(?::tlgan Endrin Heptacloro H:Séi?ggo Metoxicloro  Referéncia
Espanha (111) 0,57 0,34 2,18 ND 0,45 NA ND 0,50 0,44 0,17 0,20 NA 1)
Espanha (25) NA NA ND 0,19 ND NA NA NA NA NA NA NA 2
Portugal (24) NA NA 0,18 0,07 0,07 NA NA NA NA NA NA NA 2
Turquia (9) 0,06 0,36 ND 0,39 0,10 0,09 0,27 NA ND 0,04 NA NA (3)
Turquia (109) 3,20 3,60 7,70 3,50 2,50 1,60 1,80 NA 3,60 11,60 14,90 18,30 4)
india (51) NA NA 0,48 1,49 1,80 1,55 2,27 NA NA NA NA NA (5)
india (6) NA NA NA NA NA 0,17 0,22 0,11 NA NA NA NA (6)
Grécia (17) NA NA NA NA NA 0,23 0,16 0,20 NA NA NA NA ©)
Brasil (186) * 1,07 ND ND 0,01 0,26 1,84 ND 1,68 2,95 1,57 ND 0,03 *

NA: ndo analisado; ND: ndo detectado; * Este estudo.
(1) Herrera et al. (2005); (2) Blasco, Lino, Picd, Pena, Font & Silveira (2004); (3) Erdogrul (2007); (4) Yavuz, Guler, Aktumsek, Cakmak & Ozparlak (2010);

(5) Choudhary & Sharma (2008); (6) Mukherjee (2009); (7) Tsiropoulos & Amvrazi (2011).
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Figura 1 — Fluxograma representativo do método de extracdo utilizado (QUEChERS

modificado).
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Figura 2 — Perfil da concentracdo total (2A) e concentracdo individual dos praguicidas
organoclorados (2B) em mel de abelhas da regido Sul do Brasil de acordo com o estado de

origem.
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Figura 3 — Perfil da concentracdo total (3A) e concentracdo individual dos praguicidas
organoclorados (3B) em mel de abelhas da regido Sul do Brasil de acordo com o ano de
colheita.
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4.2 Manuscrito 2

Manuscrito em fase final de revisdo pelos autores, a ser submetido ao periddico
Food and Chemical Toxicology.
Configurado conforme as normas do periodico.

DETERMINATION OF POLYCHLORINATED BIPHENYL (PCBs) LEVELS IN
HONEY SAMPLES FROM BRAZIL
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Abstract

The presence of the seven indicators polychlorinated biphenyls (PCBs) was
investigated, for the first time, in 137 honey samples from Brazil, collected between 2009 and
2011. PCB congeners were found in the following rank: 28 (1.18 ng g'l) > 52 (0.74 ng g'l)
>180 (0.21 ng g™*) > 118 (0.03 ng g*) > 101 and 153 (0.01 ng g™) > 138 (not detected), with a
Y'PCB amounting to 2.19 ng g™. PCB levels were higher in samples from S&o Paulo state
(>PCBs 7.52 ng g'), followed by samples from the states of Parana (YPCBs 5.40 ng g™),
Santa Catarina (YPCBs 2.59 ng g), and Rio Grande do Sul (YPCBs 1.24 ng g*), with
significant difference for congeners 28 and 52. With regard to the harvest year, there was a
trend in the increase of the concentration over the years for PCBs 28, 52 and 180, although
this difference was not significant. These results indicate the presence of PCBs in honey
samples from Brazil, but the levels were quite low when compared with other foodstuffs in

the literature.

Keyword: Honey; PCBs; POPs; Brazil; food safety.
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1. Introduction

Honey is an exported product from Brazil with increasing economic importance. It has
been used as a food and medical product since the earliest times, once it is a natural substance
produced by honeybees (Apis mellifera) from the nectar of blossoms or from exudates of trees
and plants (Alvarez-Suarez et al., 2010). Nowadays, it is well-known that bee mortality has
never been so high all over the world. One of the factors that may explain it is the increasing
presence of chemicals in the environment (Wiest et al., 2011).

Polychlorinated biphenyls (PCBs) are ubiquitous, persistent and toxic environmental
pollutants that have been the subject of many investigations. They were extensively used from
1930 until the late 1970s in a wide range of industrial and commercial applications such
electrical and hydraulic equipment; as plasticizers in paints, plastic and rubber products; in
pigments, dyes and carbonless copy paper; and many other industrial applications (EPA,
2013). These compounds are easily transported through the atmosphere, accumulating in
organisms and biomagnifying through the food chain due to their hydrophobic nature and
persistence in the environment (WHO, 1993). PCBs were never produced in Brazil; however
most of the transformer oils already in use today in the country contain PCBs, since these oils
were imported (Penteado and Vaz, 2001). In January 1981, the Brazilian government
established the ban of PCBs manufacturing, sale and use; however, allowed for equipment
already using these compounds to continue in operation until the replacement of the dielectric
fluid for other PCB-free products (Brasil, 1981).

There are a high number of recent studies concerning the presence of PCBs in foods
from northern hemisphere countries (Cimenci et al., 2013; De Filippis et al., 2013; Roszko et

al., 2014). However, recent studies conducted in the southern hemisphere are quite scarce
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(Mohr and Costabeber, 2012). Regarding to studies investigating the presence of PCBs in
honey, only two were found in the literature (Erdogrul, 2007; Herrera et al., 2005).

This paper reports the residue concentrations of the 7 indicators PCBs found in honey
samples collected in the South and Southeast of Brazil, in the years 2009, 2010 and 2011. The
comparison among the PCBs concentrations and profiles found in the different states and

harvest years were also reported.

2. Material and Methods

2.1 Sampling collection

A total of 137 honey samples were collected in Brazil during 2010, 2011 and 2012,
purchased in different supermarkets in the states of Rio Grande do Sul (n=99), Santa Catarina
(n=20), Parana (n=5), and S&o Paulo (n=13). The samples were of different botanical origin,
transported to the laboratory and stored at room temperature in a fresh and dark place before

analysis.

2.2 Chemicals

The polychlorinated biphenyls under investigation were the seven indicators: 28
(2,4,4’-trichlorobiphenyl), 52 (2,2°,5,5 -tetrachlorobiphenyl), 101 (2,2°,4,5,5-
pentachlorobiphenyl), 118 (2,3’,4,4’,5-pentachlorobiphenyl), 138 (2,2°,3,4,4°,5-
hexachlorobiphenyl), 153 (2,2°,4,4°,5,5’-hexachlorobiphenyl), and 180 (2,2°,3,4,4’,5,5’-
heptachlorobiphenyl). Certified standards from these compounds were purchased from
AccuStandard, Inc. (New Haven, USA). HPLC grade acetonitrile were acquired from
Mallinckrodt Baker, Inc. (NJ, USA). The reagents anhydrous magnesium sulphate P.A.

(Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, USA), sodium chloride P.A. (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis,
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USA), and Bondesil Primary/Secondary Amine (PSA) 40um (Supelco, Inc., Bellefonte,

Pennsylvania, USA) were analytical purity.

2.3 Analytical procedure

2.3.1 Extraction and clean-up

Honey samples were analysed based on QUEChERS method described by
Anastassiades et al. (2003), with a few modifications. A portion of 10 g homogenized sample
was weighted into a 50 mL PTFE centrifuge tube and 10 mL of water were added, soaking for
1 min by using a vortex mixer. Then, 10 mL of acetonitrile were added and the mixture was
vortexed again (1 min). 4 g MgSO, and 1 g NaCl were added, vortexed immediately for 1
min, and then the extract was centrifuged for 5 min at 3000 rpm. 2 mL aliquots of the extracts
were transferred to 15 mL tubes and 300 mg of MgSO, and 100 mg of PSA were added. After
centrifugation at 3000 rpm for 5 min, 1 mL aliquots of the extract was withdrawn and directly

analysed by GC/MS.

2.3.2 GC/MS analysis

Analysis were performed on a gas chromatograph Agilent Technologies 6890N
coupled to a mass spectrometer 5975B inert XL CI/EI MSD. 1 L of the extracts was injected
in a split/splitless injector operating on splitless mode, through a 7683 Agilent Technologies
auto sampler. The temperature of the injector remained constant at 250 °C. The separation of
PCBs was performed in a DB-5MS fused silica capillary column (J & W Scientific) with a
length of 30 m, internal diameter of 0.25 mm, and a thickness of 0.25 mm of the stationary
phase. Helium was used as carrier gas under an initial pressure of 13.38 psi. The flow, which

remained constant, was 1.5 mL min™. The oven temperature programming was: 60 °C (1
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min), 10 °C min ™ up to 200 °C, 5 °C min ™ up to 225 °C, 10 °C min™ up to 280 °C (9.5 min).
The transfer line temperature was kept at 290 °C. For the analysis, the EI (electron impact)
mode was used at 70 eV, operated in selected ion monitoring mode (SIM). The temperatures
of the source and quadrupole were 230 °C and 150 °C, respectively. The identification and
quantification of compounds were performed by comparing the retention times of the peaks
found in the samples with individual retention times of the standards of polychlorinated
biphenyls, under the same working conditions as well as by comparing the abundance of the
main ions of each of the six congeners, which were obtained from the reference standards,
with the ions found in the sample. The ions selected were m/z 186, 256, 258, and 260 (PCB
28); m/z 220, 222, 289, and 291 (PCB 52); m/z 254, 323, 325, and 327 (PCBs 101 and 118);

m/z 289, 357, 359, and 361 (PCBs 138 and 153); m/z 323, 393, 395, and 397 (PCB 180).

2.4 Quality control

The proposed method was previously validated, with satisfactory results for all the
tested parameters, including selectivity and linearity. Relative standard deviation (RSDs) of
repeatability and intermediate precision ranged from 9.1 to 11.8% and from 11.2 to 14.5%,
respectively. Correlation coefficients of linearity were greater 0.998 from 0.5 to 32 ng g™ for
all PCBs. The recovery ranged from 97.4 to 126%, with RSDs <17%. The limit of detection
(LOD) was 0.1 ng mL™, while the limit of quantification (LOQ) was 0.5 ng mL™ for all PCB
congeners. Blanks were made for each batch of samples extracted in order to identify possible

interferences.

2.5 Statistical analysis
As honey PCB concentrations do not follow a normal distribution, non-parametric

Kruskal-Wallis ANOVA test was used to evaluate the differences of contaminants in honeys
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between the states and the harvest years. The level of significance was set as p<0.05
throughout this study. Data were analyzed using STATISTICA® 7.0 software. In addition, it
must be pointed out that, for the calculations, %2 LOD was used for those congeners which

concentration was below LOD.

3. Results and Discussion

Table 1 shows the levels of PCB congeners (expressed in ng g™ fresh weight) in 137
honey samples from Brazil. A sample was considered positive when residue level was >
LOD. PCBs 52 and 28 were the most frequent, being detected in 41 and 39% of the samples,
respectively, and followed by PCB 180 (11%). PCB 138 was detected in none of them, while
PCBs 101, 118 and 153 were detected in only one sample. It is important to note that 65% of
the samples analysed presented contamination. Concerning to the PCBs that were detected in
more than 10% of the samples, PCB 28 exhibited the highest mean values (1.18 ng g™ f.w.),
followed by PCB 52 (0.74 ng g™* f.w.), and PCB 180 (0.21 ng g™* f.w.).

No study was found describing PCB levels in honey samples from Brazil. So, it is
difficult to compare the results obtained in the present study with those found in other similar
studies. Among the literature, only two studies that investigated the presence of PCBs in
honey were found. In Spain, Herrera et al. (2005) found similar mean concentrations with the
present study for PCBs 52 (0.73 ng g*) and 180 (0.28 ng g™*), but PCBs 28 (25.4 ng g*), 101
(1.32 ng g™*), 138 (2.04 ng g™), and 153 (0.81 ng g*) were higher. In Turkey, Erdogrul
(2007) found the PCB 28 in all the samples analysed (mean of 0.83 ng g™*), while PCBs 101
and 180 were detected in none of them. PCBs 52, 118, 153 and 138 were also investigated,

with means of 1.26, 0.10, 0.21, and 0.10 ng g%, respectively.



72

Analyzing the PCB distribution in honey from different states of Brazil (Table 2),
statistically significant differences were observed. PCB 28 was higher mean concentrations in
samples from S&o Paulo (5.19 ng g*) and Parana (4.78 ng g™*), when compared to Rio Grande
do Sul (0.59 ng g*) and Santa Catarina (0.63 ng g™*). Regarding to PCB 52, Sao Paulo and
Parana presented the higher levels (1.86 and 1.68 ng g™, respectively), statistically different to
Rio Grande do Sul (0.43 ng g*) and Parana (0.19 ng g). It is important to note that the
Y'PCB levels were also higher in samples from Sdo Paulo (7.52 ng g™), followed by Parana
(5.40 ng g*), Santa Catarina (2.59 ng g*), and Rio Grande do Sul (1.24 ng g). This is
probably due to the fact that Sdo Paulo state is located on the southeast region of Brazil, one
of the metropolitan areas most industrially developed in South America (Martins et al., 2011).

Several studies report that PCB levels in foods tend to decrease over the years due to
the ban on their manufacture and use (Tornvist et al., 2011, Glynn et al., 2008). In the present
study it cannot be found (Fig. 1). Although no statistically significant difference was
observed, the samples collected in 2011 showed higher mean concentrations of PCBs 28, 52
and 180. PCB 28 obtained mean concentrations of 0.96, 1.20, and 1.59 ng g™ f.w. in the years
2009, 2010, and 2011, respectively. PCBs 52 and 180 exhibited similar levels in the years
2009 and 2010 (0.71 and 0.69 ng g™ for PCB 28; 0.14 and 0.07 for PCB 180, respectively),
but in 2011 these levels were higher (0.90 ng g™* for PCB 52; 0.61 ng g* for PCB 180).

Regarding to recent studies that have been conducted in Brazil investigating the
presence of PCB residues in food, a few were found in the literature. Lavandier et al. (2013)
investigated the presence of PCBs in fish from an estuary in the coast of Rio de Janeiro state,
with concentrations ranged from 2.29 to 27.60 ng g™ w.w. in muscle. Schwanz et al. (2012)
detected the presence of PCBs in corn from Rio Grande do Sul state, with levels lower than

those found in fish samples (range of 0.00 to 2.54 ng g™). The difference between the levels
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detected in these two studies is probably due to the type of food, once PCBs have the
characteristic of accumulate in fatty foods.

PCB concentrations found in the honey samples from the present study are in the
lowest range levels found in other non-fatty foods and plants in the related literature (Pérez et
al., 2013; Qin et al., 2011; Roszko et al., 2014). The presence of contaminants in honey could
be due to its constituents (nectar and pollen) or their transfer by bees when transforming
nectar (Lambert et al., 2012). Nectar, the basic constituent of honey, has low lipid content and
then its capacity to accumulate PCBs is very limited, what would explain the low
concentrations detected in the honey samples. Brazilian legislation has not established limits
to the PCB levels in honey. There are only limits for fatty-foods from animal origin (beef,

pork, chicken, fish farming and eggs) (Brasil, 2013).

4. Conclusions

This is the first time that PCB levels in honeys from Brazil have been reported. There
is no indication of important health risks associated with the consumption of these products
on the basis of current toxicological knowledge, once the levels are quite low when compared
with those found in other foods. Significantly differences among PCB levels in honeys from
different states were found for PCBs 28 and 52. Samples from S&o Paulo exhibited the higher
levels, while honeys from the Rio Grande do Sul the lowest. Regarding to the levels
according to the harvest year, an increase was noted between 2009 and 2011, although this
difference was not statistically significant. The data from this study may also serve as a basis
for the inclusion of PCBs in the Brazilian legislation that establishes the maximum residue

levels of PCBs, similar to what already exists for food of animal origin.
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Table 1 — PCB residues (ng g™ f.w.) in honey samples from Brazil (n=137).

Congener  Mean SD  Median Range :fnsp?lsei;izlne)
PCB 28 1.18 3.21 0.00 <LOD-22.5 39% (54)
PCB 52 0.74 1.04 0.00 <LOD-3.92 41% (56)
PCB 101 0.01 0.15 0.00 <LOD-1.74 1% (1)
PCB 118 0.03 0.33 0.00 <LOD-3.83 1% (1)
PCB 153 0.01 0.17 0.00 <LOD-2.00 1% (1)
PCB 138 ND - ND ND 0% (0)
PCB 180 0.21 0.59 0.00 <LOD-2.33 11% (15)
SPCBs 219 357 132 <LOD-225 65% (89)

Values below the limit of detection (LOD) were set to zero for the calculation of means.
SD: standard deviation; ND: not detected.
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Table 2 — PCB residues (ng g™ f.w.) in honey samples from Brazil according to the State of origin.

Brazil State PCB 28 PCB 52 PCB 101 PCB 118 PCB 153 PCB138 PCB 180 > PCBs
Rio Grande do Sul (n=99)
Mean 0.59 0.43 0.02 0.04 ND ND 0.17 1.24
SD 1.24 0.74 0.17 0.38 - - 0.53 1.63
Median 0.00 0.00 0.00 0.00 ND ND 0.00 0.95
Range <LOD-9.56 <LOD-2.71 <LOD-1.74 <LOD-3.83 ND ND <LOD-2.11 <LOD-9.56
% Positive (n) 34% (34) 31% (31) 1% (1) 1% (1) 0% (0) 0% (0) 9% (9) 55% (55)
Santa Catarina (n=20)
Mean 0.63 1.68** ND ND 0.10 ND 0.18 2.59
SD 0.83 1.28 - - 0.44 - 0.54 1.59
Median 0.00 1.92 ND ND 0.00 ND 0.00 2.10
Range <LOD-2.23 <LOD-3.64 ND ND <LOD-2.00 ND <LOD-1.77 <LOD-5.58
% Positive (n) 40% (8) 70% (14) 0% (0) 0% (0) 5% (1) 0% (0) 10% (2) 90% (18)
Parana (n=5)
Mean 4.78* 0.19 ND ND ND ND 0.43 5.40
SD 9.94 0.42 - - - - 0.95 9.61
Median 0.00 0.00 ND ND ND ND 0.00 1.38
Range <LOD-22.5 <LOD-0.94 ND ND ND ND <LOD-2.13 <LOD-22.5
% Positive (n) 40% (2) 20% (1) 0% (0) 0% (0) 0% (0) 0% (0) 20% (1) 80% (4)
Séo Paulo (n=13)
Mean 5.19* 1.86** ND ND ND ND 0.47 7.52
SD 6.63 1.20 - - - - 0.90 6.72
Median 2.40 2.28 ND ND ND ND 0.00 5.48
Range <LOD-19.4 <LOD-3.92 ND ND ND ND <LOD-2.33 <LOD-22.3
% Positive (n) 77% (10) 77% (10) 0% (0) 0% (0) 0% (0) 0% (0) 23% (3) 92% (12)

Values below the limit of detection (LOD) were set to zero for the calculation of means and medians. SD: standard deviation. ND: not detected.
* Significantly different from Rio Grande do Sul and Santa Catarina. ** Significantly different from Rio Grande do Sul and Parana.
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Fig. 1. PCB concentrations (ng g™* f.w.) in honey samples from Brazil according to the harvest
year.
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DETERMINATION OF POLYCHLORINATED DIBENZO-p-DIOXINS (PCDDs),
DIBENZOFURANS (PCDFs) AND DIOXIN-LIKE POLYCHLORINATED
BIPHENYLS (DL-PCBs) IN COMMERCIAL HONEYS FROM BRAZIL BY GC-
MS/MS-QqQ
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ABSTRACT

The polychlorinated dibenzo-p-dioxin (PCDD), dibenzofuran (PCDF) and dioxin-like
polychlorinated biphenyl (DL-PCB) contents of 16 commercial honey samples collected in
four different states of Brasil in 2010 and 2011 were investigated for the first time. Mean DL-
PCB concentrations ranged from 24.3 to 260 pg g™ fresh weight (fw.). The 2,3,7,8
substituted PCDD/F mean current levels ranged from <LOD to 5.40 pg g f.w. Toxic
equivalent quantities (WHO-TEQ) ranged from 0.002 to 0.343 pg WHO-TEQ g f.w. The
most remarkable findings of this study were the presence of DL-PCBs and the high
contribution of DL-PCBs to total WHO-TEQs in all investigated samples. OCDD and OCDF
were detected in 50 % and 31% of the samples, respectively. PeCDD/Fs, HXCDD/Fs, and
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF were not detected in any sample. No significant differences among

PCDD/F and DL-PCB concentrations between different states were found.

Keywords: Honey; PCDDs; PCDFs; DL-PCBs; GC-MS/MS-QqQ; Brazil.
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1. Introduction

The term “dioxins” refers to a group of 75 polychlorinated dibenzo-p-dioxins
(PCDDs) and 135 polychlorinated dibenzofuran (PCDFs) congeners, of which 17 are
considered to be biologically active (Van den Berg et al., 2006). Polychlorinated biphenyls
(PCBs) are structurally related to dioxins and have similar chemical and physical properties.
They were widely manufactured from the 1930s to the 1970s for a range of industrial
applications. There are 209 theoretically possible PCB congeners, of which 12 coplanar (non-
ortho and mono-ortho chlorinated substituted) congeners exhibit similar biological activity to
PCDDs and PCDFs and are therefore referred to as “dioxin-like” PCBs (Pazerfall, 2002; Safe,
1990). In 2006, the World Health Organization (WHQ) re-valuated the toxicity equivalent
factors (TEFs) assigned to dioxins and dioxin-like PCBs for the calculation of the toxic
equivalent quantities (TEQs) (Van den Berg et al, 2006).

For the general population, dietary intake is the main route of PCDD/Fs and PCBs
exposure, contributing with more than 90% to the daily exposure (Hays & Aylward, 2003;
Sweetman, Alcock, Wittsiepe & Jones, 2000). Public concern over the adverse health effects
of these toxicants at this time has been intensified by a number of dioxin contamination
incidents involving food and feedstuffs (Bernard et al., 2002; Malisch, 2000). Reports
concerning toxicological aspects have led to a re-valuation of the tolerable daily intake (TDI)
of dioxins (Van Leeuwen, Feeley, Schrenk, Larsen, Farland & Younes, 2000) and have
prompted wide-ranging efforts and the tightening of regulations to reduce dioxin release into
the environment (EC/76/2000). To prevent the health risk from dioxin exposure, the European
Commission has recently established maximum permissible levels of dioxins and dioxin-like

polychlorinated biphenyls (PCBs) in foods (EC/1881/2006; EC/565/2008).
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Honey is a natural product produced by Apis mellifera bees from the nectar or
secretions of plants, and has been consumed by many people around the world as a natural
food, in medical therapies, and as an alimentary supplement. Its chemical composition is
variable, due to contribution of the plant, climate, environmental conditions and the ability of
the beekeeper (White, 1978). Nowadays, bee products are being produced in an environment
polluted by different sources of contamination, which can be transported by honeys bees to
the hive and incorporated into honey (Tomasini, Sampaio, Caldas, Buffon, Duarte & Primel,
2012). It is difficult to protect food and animal feed from the sources of toxic chemicals
ubiquitous in the environment (Kim, M., Kim, D., Bong, Jang & Son, 2013), particularly in
the case of honey, since honeybees travel long distances and come close to many plants.

Residues of some POPs have been found in honey samples, such as organochlorine
pesticides (Kujawski, Pinteaux & Namiesnik, 2012; Tsiropoulos & Amvrazi, 2011; Wang,
Kliks, Jun & Li, 2010) and non-dioxin-like polychlorinated biphenyls (NDL-PCBs)
(Erdogrul, 2007; Herrera et al., 2005). But no data regarding PCDDs, PCDFs, and DL-PCBs
levels in honeys have been reported in the related literature.

We present here, for the first time, the DL-PCBs, PCDDs, and PCDFs concentrations
found in honey samples commercially available in Brazil markets in 2010 and 2011. The
differences in dioxin and DL-PCB concentrations among Brazil States were also reported.
Finally, the results were compared with those found in other surveys conducted in Brazil and

other countries.

2. Experimental

2.1. Standards and reagents
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All reagents used for the analysis were of trace analysis grade. Ethyl acetate and
petroleum ether, both Pestipur grade, were supplied from Carlo Erba (Milan, Italy). n-hexane,
sulphuric acid (95-97%) and silica gel 60 were supplied from Merck Co. (Darmstadt,
Germany), granular anhydrous sodium sulphate from J.T. Baker (Deventer, The Netherlands),
and ENVI-Carb tubes from Supelco (Bellefonte, Pennsylvania, USA). The water used was
purified by a Milli-Q water system (Millipore, USA). Standards of native and *Cy, labelled
PCB, PCDD and PCDF congeners were purchased from Wellington Laboratories (Ontario,

Canada).

2.2. PCB and PCDD/F congeners analysed

A total of twelve individual DL-PCB congeners were analysed, which have been
assigned a toxic equivalency factor by the WHO (the non-ortho PCBs 77, 81, 126, and 169,
and the mono-ortho-substituted PCBs 105, 114, 118, 123, 156, 157, 167, and 189), named
according to IUPAC nomenclature (Ballschmiter & Zell, 1980). Individual concentrations of

the 17 2,3,7,8-substituted toxic congeners were reported for PCDD/Fs.

2.3. Sampling collection

Sixteen honey samples were collected between August 2010 and September 2011,
purchased in different supermarkets of Brazil. Samples were from four Brazilian States: Rio
Grande do Sul (H-1 to H-4), Santa Catarina (H-5 to H-8), Parana (H-9 to H-12), and S&o
Paulo (H-13 to H-16). The samples were of different botanical origin, transported to the

laboratory, and stored at room temperature in a fresh and dark place until analysis.

2.4. Analytical procedure
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2.4.1. Sample preparation

The samples were extracted by liquid-liquid extraction as described in detail elsewhere
(Blasco, Lino, Pico, Pena, Font & Silveira, 2004), with a few modifications. Approximately
10 g of sample was homogenate with Milli-Q® water and spiked with a mixture containing 11
13C1,-labeled PCBs at 50 pg pL™ and 15 *3C;,-labeled 2,3,7,8-substituted PCDDs and PCDFs
at 100-200 pg pL™. Afterwards, 10 mL of ethyl acetate and petroleum ether (9:1, v/v) was
added and the sample was vortexed for 1 min. The mixture was centrifuged (3800 rpm, 10
min) for phase separation, and the organic phase was collected. The extraction procedure was
repeated two more times, and the organic phases were combined and evaporated up to
approximately 1 mL. Further cleanup step was performed by using acid impregnated silica
gel multilayer columns, using n-hexane as elution solvent. The elution solvent was evaporated
up to approximately 1 mL in a rotary evaporator and the final fractionation among the
different families was achieved by using Supelclean™ Supelco ENVI™-Carb tubes. Three
fractions were eluted: the first one contained the mono-ortho-substituted PCBs, the second the
non-ortho PCBs, and the last fraction the PCDD/Fs congeners. A standard solution of 50 pg
uL™? of Cy,-labeled PCBs 70, 111, 138, and 170 was used as injection standard for
recoveries calculation of the labeled PCBs added as surrogates, as well as a standard solution
of 200 pg pL* of '3Ci-labeled 1,2 34-tetrachloro-dibenzo-p-dioxin and 1,2,3,7,8,9-
hexachloro-dibenzo-p-dioxin was used as injection standard for recoveries calculation of the

labeled PCDDs and PCDFs added as surrogates.

2.4.2. Instrument analysis
The sample extracts were analysed by GC-QqQ-MS/MS on a TRACE GC Ultra
(Thermo Fisher Scientific, Milan, Italy) coupled to a TSQ Quantum XLS triple quadrupole

mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany), operating in EI mode (40
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eV electron energy). Injections were performed in the PTV mode (1ul; 80 °C, hold for 0.05
min, then to 275 °C at 10 °C seg™, hold for 1.2 min, and then to 300 °C at 10 °C seg™, hold
for 37 min; splitless time: 1.2 min) in a capillary HP-5ms column (30 m, 0.25 mm i.d., 0.25
pum film thickness) purchased from Agilent Technologies (Palo Alto, CA, USA). For PCB
analysis, the temperature program was as follows: initial temperature of 90 °C (2 min), first
ramp at 15 °C min™ to 160 °C, second ramp at 4 °C min™ to 225 °C, third ramp at 7 °C min™
to 290 °C and the final ramp was 10 °C min™ to 310 °C, which was held constant for 10 min.
For PCDD/Fs analysis, the column temperature was programmed from 90 °C (4 min) to 160
°C at a rate of 15 °C min™, then to 225 °C at 4 °C min™ and then to 290 °C (4 min) at 7 °C
min™. Helium was used as the carrier gas at a constant flow rate of 1.2 and 0.8 mL min™ for
PCB and PCDD/F analysis, respectively. The temperature of the transfer line and the MS
source were set as 290° and 240 °C, respectively. The mass spectrometer was operated in
multiple reaction monitoring (MRM), with two transitions monitored using argon as the
collision gas, which was set to 1 mTorr for all the analyses. The MS/MS collision energy and
the ion transitions monitored were optimized for each compound individually for
identification and quantification, as shown in Tables 1a and 1b (Garcia-Bermejo, Abalos,
Sauld, Abad, Gonzalez & Goémara, 2011). Isotope dilution technique was used as

quantification method.

2.5. Quality control and assurance

All analyses such as blanks, recoveries, and parallel analyses were complied with
analytical standards as recommended by the EU Commission in the directive for measuring
dioxins in food (EC/1883/2006). A method blank in each set of analysis (three analyses and a
blank) was carried out. To eliminate interferences in blanks, all the glassware, chemicals,

solvents, and equipment used during extraction and clean-up procedures as well as the
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instrumentation used have been routinely checked. Satisfactory repeatability and intermediate
precision were achieved when analyzing standard solutions, with relative standard deviation
(RSDs) generally below 10 and 19%, respectively. Recoveries for the spiked compounds were
in range established by the EPA as acceptable for the PCBs (40 to 87%) and 2,3,7,8-PCDD/Fs
(42 to 90%). Method detection limits (LOD) for the honey samples were in the range 0.008 to
0.17 pg g* for PCBs, and 0.018 to 0.141 pg g™ for PCDD/Fs, respectively. Our laboratory has
participated in different international inter-laboratory studies and several international quality
control studies for the analysis of PCBs and PCDD/Fs in different food matrices (Becher,
Nicolaysen & Thomsen, 2007-2009). The results were consistent at all times with the

consensus means given by the inter-laboratory organization.

2.6. Statistical analysis

The non-parametric Kruskal-Wallis ANOVA test was performed to verify significant
differences (p < 0.05) of contaminants in honeys among the States of origin. For samples with
concentration below LOD, % LOD was used for the calculations. The Statistica software

package (version 7, Statisoft®) was used to run the statistical analysis.

3. Results and discussion

Table 2 shows the mean and range of concentrations of the 12 DL-PCB and 17
PCDD/F congeners analysed, along with their frequencies of detection (concentrations above
DL) in the studied samples.

For DL-PCBs, the highest overall frequency of detection correspondsto PCBs 118,
77, and 81, which were detected in 100% of all the analysed samples, with mean

concentrations of 71.8 pg g™ f.w., 4.35 pg g f.w., and 0.32 pg g™ f.w., respectively. PCBs
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105, 156, and 167 were detected in 93% of the samples, followed by PCBs 123 (87%), 114
(75%), 157 (62%), and 189 (43%).

Regarding to the PCDD/Fs, the congeners 2,3,7,8-TCDD and -TCDF, as well as
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD and -HpCDF, were detected in one sample, and the Penta and Hexa
congeners were detected in none of them. The highest mean concentrations and frequency
were for OCDD, which was detected in 50% of the samples (mean of 0.29 pg g), followed
by OCDF in 31% of the samples (mean 0.02 pg g™).

The concentrations of DL-PCBs, PCDDs and PCDFs, expressed as pg of WHO-TEQ
g™ fresh weight in the honey samples analysed, were shown in Table 3. The WHO-TEQ
levels ranged between 0.002 to 0.343 pg g™, with a mean of 0.049 pg g™*. Non-ortho-PCBs
exhibited the higher mean (0.025 pg g™*), followed by PCDDs (0.021 pg g™*), and mono-ortho-
PCBs (0.003 pg g%). It is important to note the high WHO-TEQ values found in one of the
analyzed sample (H-10), which was due to the presence of 2,3,7,8-TCDD (0.331 pg g*), since
this compound has the highest TEF value. This sample is from Parana State, which also has
the highest Total WHO-TEQ mean values (0.10 pg g™), followed by Total WHO-TEQs
values found in Santa Catarina (0.05 pg g*), Rio Grande do Sul (0.03 pg g*), and S&o Paulo
State (0.02 pg g™*) (Fig. 1). On the other hand, no statistically significant differences (p<0.05)
were found among the concentration levels, expressed in WHO-TEQ values, found in
different States.

This study is the first to report the concentration levels of DL-PCBs, PCDDs, and
PCDFs in honey samples. So, it is difficult to compare the results obtained in the present
study with those found in other similar studies. The levels found in the honey samples of the
present study were in the lowest range levels when they are compared with studies performed
with fatty-foods (De Filippis et al., 2013; Gémara et al., 2005; Song et al., 2011; Zhang et al.,

2008), and non-fatty foods found in the related literature (Grassi, Fattore, Generoso, Fanelli,



91

Arvati & Zuccato, 2010; Marin, Villalba, Diaz-Ferrero, Font & Yusa, 2011; Song et al.,
2011). Regarding to the levels that were found, Brazilian legislation has not established limits

to DL-PCBs, PCDDs, and PCDFs in honeys.

4. Conclusions

It is the first time that the presence of PCDDs, PCDFs, and DL-PCBs in commercial
honeys from Brazil has been reported. Although the concentrations levels were very low, it is
important to note that all analysed samples were contaminated by some DL-PCB, while 63%
were contaminated by some PCDD/Fs. Regarding to WHO-TEQ concentrations, Non-ortho
PCBs have the higher contribution, followed by PCDDs, Mono-ortho PCBs and PCDFs. The
most important finding of this study is to have detected the presence of some of the most toxic
congeners of PCDD/Fs and most of the DL-PCBSs, on a substrate, such as honeys, should be
free of this type of contaminants. Honey samples from Parana State presented the highest
dioxin and DL-PCBs levels, although no significant differences among Brazil States were
found. As it was suggested for another POPs and pesticides, honey could be used as

“sentinel” samples for DL-PCBs, PCDDs, and PCDFs environmental contamination.
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Table 1la
Chromatographic segments, retention times, MRM transitions and CID
voltages selected for native DL-PCBs.

Segment No.  Time (min) Congener  Precursor ion Production CID (V)

LT e m m
1 21.0-22.8 290 220 23
PCB 81 292 222 24
326 254 25
PCB 123 328 256 26
326 254 25
PCB 118 328 256 25
326 254 23
2 22.8 -26.2 PCB 114 328 256 25
326 254 25
PCB 1
CB 105 328 256 26
PCB 126 326 254 24
328 256 26
360 290 26
PCB 167 362 290 27
RID o
3 26.2-29.4 360 290 26
PCB 157 362 290 26
360 290 25
PCB 169 362 290 25
4 29.4-32.0 PCB 189 394 324 27

396 326 26




Table 1b
Chromatographic segments, retention times, MRM transitions and CID voltages selected for
native PCDD/Fs.

Segment No.  Time (min) Congener Precursor ion Production CID (V)
2,3,7,8-TCDF 304 241 28
1 200270 306 243 27
R 320 257 21
2,3,7,8-TCDD . 259 20
340 277 27
1,2,3,7,8-PeCDF
3.1.8-PeC 342 279 25
340 277 27
2 27.0 - 30. 2.3,4,7,8-PeCDF
0-300 3:4.7,8-PeC 342 279 25
356 293 19
1,2,3,7,8-PeCDD 258 295 20
374 311 28
1,2,3,4,7,8-HXCDF
S5 e 376 313 28
374 311 29
1,2,3,6,7,8-HXCDF
£ e 376 313 28
374 311 28
2.3,4,6,7,8-HXCDF
3:4.6,7.8-HXC 376 313 29
390 327 17
0-324 1,23,4,7,8-HxCDD
3 30.0-3 3,4,7,8-HxC 292 229 20
390 327 19
1,2,3,6,7,8-HXCDD
36.7.8-HxC 392 329 19
390 327 20
1,2,3,7,8,9-HXCDD 302 320 17
374 311 28
1,2,3,7,8,9-HXCDF
1£9 118,97 376 313 29
1,2,3,4,6,7,8- 408 345 29
HpCDF 410 347 29
1,2,3,4,6,7,8- 424 361 20
4 2.4-352 BB
3 3 HpCDD 426 363 20
1,2,3,4,7,8,9- 408 345 27
HpCDF 410 347 28
4 1
o w1
5 35.2-37.0
442 379 27
OCDF

444 381 27




Table 2
Concentrations of DL-PCBs and PCDD/Fs (expressed in pg g f.w.) in honey samples from Brazil
(n=16).

. % Positive
Congener Mean SD  Median Range

samples (n)

PCBs
PCB 77 4.35 5.33 2.35 0.80-21.7 100% (16)
PCB 81 0.32 0.54 0.12 0.03-1.82 100% (16)
PCB 105 17.9 12.9 14.5 <LOD-47.3 94% (15)
PCB 114 0.71 0.72 0.43 <LOD-2.27 75% (12)
PCB 118 71.8 39.6 61.6 18.7-169 100% (16)
PCB 123 4.07 5.69 1.25 <LOD-17.7 88% (14)
PCB 126 0.23 0.22 0.15 <LOD-0.90 94% (15)
PCB 156 4.52 2.85 3.89 <LOD-9.53 94% (15)
PCB 157 0.30 0.28 0.20 <LOD-0.81 63% (10)
PCB 167 3.94 3.27 2.64 <LOD-8.15 94% (15)
PCB 169 0.06 0.14 0.01 <LOD-0.55 31% (5)
PCB 189 0.09 0.15 0.02 <LOD-0.55 44% (9)
> Mono-ortho-PCBs 103 60.9 74.7 23.3-251 100% (16)
>'Non-ortho-PCBs 4.96 5.93 2.92 0.98-23.6 100% (16)
Total PCBs 108 61.4 85.3 24.3-260 100% (16)
PCDD/Fs
2,3,7,8-TCDF 0.001 0.01 0.00 <LOD-0.02 6% (1)
2,3,7,8-TCDD 0.02 0.08 0.00 <LOD-0.32 6% (1)
1,2,3,7,8-PeCDF nd nd nd nd nd
2,3,4,7,8-PeCDF nd nd nd nd nd
1,2,3,7,8-PeCDD nd nd nd nd nd
1,2,3,4,7,8-HXCDF nd nd nd nd nd
1,2,3,6,7,8-HXCDF nd nd nd nd nd
2,3,4,6,7,8-HXCDF nd nd nd nd nd
1,2,3,4,7,8-HXCDD nd nd nd nd nd
1,2,3,6,7,8-HXCDD nd nd nd nd nd
1,2,3,7,8,9-HXCDD nd nd nd nd nd
1,2,3,7,8,9-HXCDF nd nd nd nd nd
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0.004 0.02 0.00 <LOD-0.07 6% (1)
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0.09 0.38 0.00 <LOD-1.51 6% (1)
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF nd nd nd nd nd
OCDD 0.29 0.05 0.00 <LOD-3.58 50% (8)
OCDF 0.02 0.05 0.00 <LOD-0.18 31% (5)
SPCDDs 0.40 1.34 0.02 <LOD-5.40 50% (8)
SPCDFs 0.03 0.05 0.00 <LOD-0.18 38% (6)
Total PCDD/Fs 0.43 1.33 0.06 <LOD-5.40 63% (10)

98
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Table 3

Concentrations of DL-PCBs, PCDDs and PCDFs (expressed in pg of WHO-TEQ g™ f.w.) in the honey
samples from Brazil, in the Lower Bond Determination Level (ND = 0).

Sample Moggé’srtho Nog‘é‘g;ho PCDDs PCDFs TOtaT'%’éHO'
H-1 0.002 0.055 0.000 0.000 0.057
H-2 0.008 0.042 0.000 0.000 0.049
H-3 0.002 0.008 0.000 0.000 0.010
H-4 0.002 0.009 0.000 0.000 0.011
H-5 0.002 0.097 0.000 0.000 0.099
H-6 0.002 0.032 0.000 0.000 0.034
H-7 0.002 0.014 0.000 0.000 0.016
H-8 0.005 0.031 0.000 0.000 0.036
H-9 0.005 0.022 0.000 0.001 0.028
H-10 0.003 0.009 0.331 0.000 0.343
H-11 0.002 0.016 0.000 0.000 0.017
H-12 0.006 0.012 0.000 0.002 0.020
H-13 0.001 0.012 0.000 0.000 0.012
H-14 0.002 0.000 0.000 0.000 0.002
H-15 0.003 0.034 0.000 0.000 0.037
H-16 0.004 0.008 0.000 0.000 0.012

Mean (SD) 0.003 (0.002) 0.025(0.024) 0.021 (0.083) 0.000 (0.001) 0.049 (0.082)
Range 0.001-0.008 0.000-0.097 0.000-0.331 0.000-0.002 0.002 - 0.343

SD: standard deviation.
H-1 to H-4 (RS); H-5 to H-8 (SC); H-9 to H-12 (PR); H-13 to H-16 (SP).
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Fig. 1. Mean of WHO-TEQ values for PCDD/Fs and DL-PCBs in honey samples from Brazil
according to the State of origin. RS: Rio Grande do Sul; SC: Santa Catarina; PR: Parand; SP:
Sé&o Paulo.
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Concentrations of 17 brominated flame retardants (BFRs), including two "novel” BFRs (1,2-bis( 24,6~
tribromophenoxy)ethane, BTBPE and decabromodiphenylethane, DEDPE), have been determined to be
in 35 commercial honey samples from Brazil, Spain, Portugal, Slovenia and Morocco. The results revealed
the presence of low amounts (between < LOD to 247 pg g~ ! fresh weight) of individual BFRs. The highest
total BFR concentrations were found in Brazilian honeys ( mean of 5.19, range of 0 46-25.2 pgg~ ' f.w.),
followed by Moroccan ( mean of 4,40, range of 2.49-8.0 pg g~ ' f.w.), Portuguese (mean of 2.24, range of

ﬁ_,ymw:rdh 1.33-3.81 pg g~ 'f.w.), Spanish ( mean of 1.77, range of 0.49-2.96 pg g~ ' f.w.), and Slovenian (mean of
BERs 0.93, range of 0.75-1.09 pg g~ ' f.w.) honey samples. The most remarkable findings in this study were
PEDES the large contribution of the low brominated PEDEs, principally BDE-47, found in honey samples from
BIBPE Slovenia, Spain and Portugal. Meanwhile the most abundant BFRs found in Brazilian and Moroccan honeys
DBOPE

were the two novel BFRs ( BTBPE and DEDPE). The detection of BFEs in honeys from different countries
highlights the risk that their presence poses to the health of humans and wildlife since honey is a non-fatty
natural product that is highly consumed all over the world.

@ 2013 Elsevier BV. All rights reserved.

1. Introduction

Brominated flame retardants (BFRs), espedally polybrominated
diphenyl ethers (PBDEs), are used to protect people from fires by
reducing the flammability of combustible materials ( Domingo, 2012).
They have been found to be increasingly present in human tissues
throughout the world, mainly due to their wide range of industrial
applications (Frederiksen et al, 2009) and their persistence and
lipophilic nature which makes them concentrate in the food chain,
and thus accumulate in the human body (Gomara et al, 2011;
Jakobsson et al, 2012).

* Corresponding author. Tel: 434 91 5622900 fax: +34 91 5644853,
E-mail addresses: susara@viamicrocom br (5. Mohr), agarda-bermejoligog csices
(A Garda-Bermejo), lhemeroligog csic.es (L Hemero), bgomara®igog csic es (B, Gomara),
ipniostabeberd®gmal.com (LH. Costabeber), marichefgogosices (M. Gonzakez).

O04B-9697/% - see Font matter © 2013 Elsevier BV Al rights reserved.
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PBDEs are commercialized as technical mixtures named Deca-BDE,
Octa-BDE and Penta-BDE which contain different PBDE congeners
(Rahman et al., 2001). Similar to other Persistent Organic Pollutants
(POPs), they can have teratogenic, mutagenic, and carcinogenic effects
on wildlife and humans (Darnerud, 2003 ). Consequently, the European
Union (EU) introduced new regulations to restrict or ban the usage of
Penta-BDE and Octa-BDE technical mixtures ( Directive, 2003/11,/EC),
which have also been added to the list of Stockholm Convention POPs
(Convention, 2009a, Convention, 2009b). Since July 2008, the use of
Deca-BDE has been banned for electrical and electronic applications in
the EU (Court of Justice, 2008). However, the production and usage of
Deca-BDE mixtures in other parts of the world are still in use (Hu et al,
2008).

After the phase-out of those mixtures, many new and alternative BFRs
have been used as replacements for the banned formulations. Important
representatives of this group are DBDPE (decabromodiphenylethane)
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and BTBPE (1,2-bis(2,4,6-tribromophenoxy)ethane), called “novel”
brominated flame retardants (NBFRs) (Covaci et al, 2011). BTBPE has
been announced as a potential replacement for the Octa-BDE technical
mixture (Gauthier et al, 2009). DBDPE is structurally similar to
decabromodiphenyl ether (BDE-209) and it is marketed as an altemative
to technical Deca-BDE (Kierkegaard et al, 2004 ). The presence of the
NBFRs has already been reported in the environment (Gorga et al, 2013;
Nyholm et al, 2013) but their potential sources and environmental
behaviors are still not clear (Hu et al, 2010) which emphasizes the need
for further research relating to these compounds.

Honey is a natural product consumed by many people around the
world. Its composition depends strongly on the plant species from
which nectar, pollen and honeydew were collected and other factors
such as environmental conditions and climate. Honeybees
(Apis mellifera L) perform the vital task of pollinating agricultural
crops and native species and are important for the commercial
products of honey and beeswax. Every day, 10,000-25,000 honey-
bee workers make an average of 10 journeys to explore roughly
7 km? in the area near the hive, gathering nectar, water, and pollen
from flowers. During this process, various chemical products and
particles, which are suspended in the air, are intercepted by these
workers and retained in the hair of their body surface, or inhaled
and artached to their trachea (Devillers and Pharm-Delegue, 2002).
Thus, honeybees are greatly affected by industrial chemicals and trans-
port them to the colony and, for these reasons, bees and honey have
been used as indicators of environmental pollution in several studies
(Rissato et al., 2007; Blasco et al,, 2011). Residues of some POPs
have been found in honey samples such as organochlorine pesti-
cides (Wang et al., 2010a; Kujawski et al., 2012) and polychlorinated
biphenyls (PCBs) (Herrera et al., 2005). But data on BFR concentra-
tions in honey samples are very scarce in the literature (Wang
et al.,, 2010b).

This paper reports the residue concentrations of 17 BFRs, including
two “novel” BFRs (BTBPE and DBDPE), found in honey samples collected
in Brazil, Spain, Portugal, Slovenia and Morocco in the years 2010,2011
and 2012, The comparisons among the BFR concentrations and profiles
found in the different countries were also reported.

2. Experimental
2.1. Reagents, standards and compounds analyzed

All reagents used for the analysis were of trace analysis grade. Ethyl
acetate and petroleum ether, both Pestipur® grade, were supplied from
Carlo Erba ( Milan, Italy ). n-Hexane, sulfuric acid (95-97%) and silica gel
50 were supplied from Merck Co. (Darmstadt, Germany) and granular
anhydrous sodium sulfate from ).T. Baker (Deventer, The Netherlands).
The water used was purified by a Milli-Q® water system (Millipore,
USA). Standards of native and '¥Cy; labeled PBDE congeners, as well as
native BTBPE and DBDPE, were purchased from Wellington Laboratories
(Ontario, Canada). A total of fifteen individual PBDE congeners were
analyzed including the most abundant in both technical mixtures and
environmental matrices ( BDE-17 (2,2 4-tri-BDE), -28 (2.4,4'-tri-BDE),
-47 (2,2'44'-tetra-BDE), -66 (23" 44'-tetra-BDE), -85 (22'3 44—
penta-BDE), -99 (2,2'4,4' 5-penta-BDE), -100 (2,2'44' 6-penta-BDE),
-153 (2,2'44' 55'-hexa-BDE), -154 (2,2'4.4' 56'-hexa-BDE), -183
(2,2'34,4' 5 6-hepta-BDE) and -209 (22'3,3' 4,4'5,5' 6,6'-deca-BDE) )
and those formed during the reductive debromination of BDE-209
(BDE-184 (22’ 3,44',6,6'-hepta-BDE), 191 (23,3 4,4' 5' 6-hepta-BDE),
-196 (22'3,3 44'5 6-0cta-BDE) and -197 (22'3,3"4.4'6,6-0cta-
BDE)). Two NBFRs were included in the study: BTBPE (1,2-bis{24,6-
tribromophenoxy)ethane) and DBDPE (decabromodiphenylethane).
A solution of 50 pg pL~" of labeled "*C,»-BDEs 47,99, 100 and 153 was
used as an spiking standard. A solution of 50 pg pL= " of "*Cy;-labeled
BDEs 77 and 138 was used as an injection standard for recoveries
calculation. The calibration curves were performed using five

calibration points with concentrations between 1 and 500 pg pL~"
for all BFRs except for BDE-209 and DBDPE which were between
10 and 5000 pg L= "

2.2 Sampling collection

A total of 35 honey samples ( most of them multi-flower), collected
during 2010, 2011 and 2012, were purchased ind ifferent supermarkets
of Brazil (n = 16), Spain (n = 8), Portugal (n = 4), Morocco (n = 3)
and Slovenia (n = 4). The samples were transported to the laboratory
and stored at room temperature in a fresh and dark place before their
analysis.

2.3, Analytical procedure

2.3.1. Sample preparation

The samples were extracted by liquid-liquid extraction as described
in detail elsewhere (Blasco et al., 2004), with a few modifications.
Approximately 10 g of sample was homogenate with Milli-Q® water
and spiked with a mixture containing 50 pg uL~" of labeled '*C,,-BDEs
47,99, 100 and 153, Afterwards, 10 mL of ethyl acetate and petroleum
ether (9:1, v/v) was added and the sample was vortexed for 1 min. The
mixture was centrifuged (3800 rpm, 10 min) for phase separation, and
the organic phase was collected. The extraction procedure was repeated
two more times, and the organic phases were combined and evaporated
up to approximately 1 mL A further deanup step was performed by
using a multilayer column filled with neutral silica gel, silica gel activated
and modified with sulfuric acid (44%, w/w and 22%, w/w) and anhydrous
sodium sulfate, and n-hexane as elution solvent. A standard solution
of 50 pg uL~" of *Cyz-labeled BDEs 77 and 138 was used as an
injection standard for recoveries calculation of the labeled BFRs
added as surrogates.

232 Instrument analysis

The sample extracts were analyzed by GC-QqgQ-MS/MS on a TRACE
GC Ultra (Thermo Fisher Scientific, Milan, Italy) coupled to a TSQ Quan-
tum XLS triple quadrupole mass spectrometer ( ThermoFisher Scientific,
Bremen, Germany), operating in El mode (40 eV of electron energy). In-
jections were performed in the PTV mode (2 pL; 90 °C, hold for
0.05 min, then to 300 "Cat 10 °C seg™ ', hold for 1.5 min, and then to
330 “Cat 10 "C seg™ ', hold for 30 min; splitless time: 1.5 min) in a cap-
illary VF-5ht column (15 m, 0.25 mm LD., 0.10 pm film thickness) pur-
chased from Varian, Inc. (Palo Alto, CA, USA). The temperature program
was as follows: initial temperature of 90 °C (held for 2 min), first ramp
at15 °C min~! to 160 °C, second ramp at4 °C min~' to 225 °C, third
ramp at 7 °C min~" to 290 °C and the final ramp was 10 "C min~" to
310 °C, which was held constant for 10 min. Helium was used as the
carrier gas at a constant flow rate of 1.2 mL min~"', and argon was
used as collision gas, which was set to 1 mTorr for all the analyses.
The mass spectrometer was operated in the multiple reaction monitoring
(MRM) mode, monitoring two transitions for each compound. The tran-
sitions selected for PBDEs correspond to the loss of Br, for tri- to hexa-
BDEs, and Brs and COBr, for hepta- to deca-BDEs. The precursor ions
were [M]* (tri- to hexa-BDEs) and [M-Brz]* (hepta- to deca-BDEs).
In the case of BTBPE the loss of [CoH4Br]* from [M-CgHgBrsO]™t
was monitorized. For DBDPE, the transitions selected correspond to
[M-C5HzBrs] ™ as a precursor ion, loosing one and two bromine atoms
to obtain the product ions. The MS/MS collision energy and the ion
transitions monitored were individually optimized for each compound.
The isotope dilution technique was used as a quantification method.

2.4, Quality control and assurance
All analyses such as blanks, recoveries, and parallel analyses were

complied with analytical standards as recommended by the EU
Commission in the directive for measuring dioxins in food (EC, 2006).
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A method blank in each setof analyses (three analyses and a blank) was
carried out and no detectable BRR levels were found inany of the blanks.
To eliminate interferences in blanks, all the glassware, chemicals, sol-
vents, and equipment used during extraction and cleanup procedures
as well as the instrumentation used were routinely checked. Satisfacto-
ry repeatability and intermediate precision were achieved with relative
standard deviation (RSD) below 7 and 20%, respectively. Recoveries of
the labeled congeners in samples and in spiked blanks were always
higher than 98%, with a mean of 108% 4+ 7% (standard deviation). In-
strumental detection limits were in the range of 0.06-27 pg uL~!
for all the BFRs investigated. BDE-17 exhibited the lowest LOD
levels, and BDE-209 the highest one. The laboratory has participat-
ed in different international inter-laboratory studies and several in-
ternational quality control studies for the analysis of PBDEs in
different food matrices (Becher et al., 2007-2009). The results
were consistent at all times with the consensus values given by
the inter-laboratory organization.

2.5, Statistical analysis

As honey BFR concentrations do not follow a normal distribution, the
non-parametric Kruskal-Wallis ANOVA test was used to evaluate the
differences of contaminants in honeys between the countries. The
level of significance was set as p <005 throughout this study.
Data were analyzed using STATISTICA® 7.0 software. In addition, it
must be pointed out that, for the calculations, ¥2 LOD was used for
those congeners whose concentration was below LOD.

3. Results and discussion

The concentrations (expressed in pg g_' fresh weight (fw.)) of
15 individual PBDE congeners as well as 2 NBFRs determined in the
honey samples studied are shown in Table 1. This study is the first to
report the concentration levels of the two “novel” BFRs (BTBPE and
DBDPE) in commercial honey samples of different countries. The
highest total BFR mean concentrations were found in Brazilian
honeys (5.19 pg g~" fw.), followed by Moroccan (4.40 pg g~'
fw.), Portuguese (2.24 pg g~ ' f.w.), Spanish (1.77 pg g~ ' fw.)
and Slovenian (0.93 pg g~ ' fw.) honey samples.

Table 1

BFR mean concentrations, standard deviations (SD), ranges and number of positive
(>LOD) samples found in honeys (expressed as pg g ' Dw.) from Brazil Spain, Portugal,
Slkovenia and Momeco (1 = 35)

Compound Mean sD Range % positive (1)
BDE-17 < L00D - - -
BDE-28 < L0 o1 <LOD-008 3%(1)
BDE-47 087 069 =LOD-245 91% (32)
BDE-66 < L0 o1 <LOD-008 3%(1)
BDE-85 = L00D - - -
BDE-99 0.16 023 <LOD-105 63% (22)
BOE-100 0m 03 <LOD-013 11%(4)
BDE-153 0.04 o021 <LOD-124 3%(1)
BDE-154 =L00D - - -
BDE-183 =L00D - - -
BDE-184 < L00D - - -
BDE-191 0.12 048 =LOD-214 6% (2)
BDE-196 < L00D - - -
BDE-197 < L00D - - -
BDE-209 < L00D - - -

Y PBDEs 120 095

BIBPE 151 487 <LOD-24.7 17%(6)
DBOPE 080 188 =LOD-781 20%(7)
2 NBFRs 231 497

2 BFRs 351 497

Values bdow the limit of detection we e set to zero for the calculation of the arithme tic
means, LOD: limit of detection.

BTBPE, DBDPE, BDE-47, BDE-99 and BDE-100 were detected in more
than 10% of the samples, BDEs 28, 66, 153 and 191 were detected in less
than 10% of the studied samples, and BDEs 17, 85, 154, 183, 184, 196,
197 and 209 in none of them.

Concerning the BFRs that were detected in more than 10% of the
samples, BTBPE exhibited the highest mean values of 1.51 pg g=' fw,
followed by BDE-47 ({0.87 pgg~' fw.), DBDPE (0.80 pgg—' fw.),
BDE-99 (016 pg g~ " f.w.), and BDE-100 (001 pg g~ fw.). Regarding
the frequency of detection, BDEs 47, 99 and 100 were detected in 91%,
63% and 11% of the samples, respectively, while BTBPE and DBDPE
were detected in 17% and 20% of the samples, respectively.

Differences in congener profiles and concentrations in honey
samples collected in various countries are shown inTable 2. The highest
total PBDE mean concentration values were found in the Spanish
honeys (1.39 pg g~ ' fw.) and the lowest ones in the Moroccan honeys
(018 pg g~ ' fw.). The total PBDE mean concentration levels in
the samples from Portugal, Brazil and Slovenia were 1.37, 1.32 and
0.93 pg g~ f.w,, respectively. With regard to the total mean concentra-
tion of NBFR levels, the Moroccan honeys exhibited the highest concen-
trations (4.22 pg g~ f.w.), while the Slovenian honeys exhibited the
lowest ones (<LOD) since no NBFRs have been detected. The total
NBFR mean concentrations in Brazilian, Portuguese and Spanish honeys
were 387,087 and 038 pg g~ ' fw., respectively. On the other hand, no
statistically significant differences (p < 0.05) were found among the
concentration levels of individual BFRs from different countries.

BFR profiles (Fig. 1) indicate some similarities and differences
among the studied samples depending on the geographical origin. The
most remarkable of those results are the important contribution of
BDE-47 (between 50 and 95%) to total BFR concentrations in honey
samples from Portugal, Spain and Slovenia as well as the very high
contribution (96%) of DBDPE in honeys from Morocco, and the high
contribution of BTBPE (68%) in honey samples from Brazil. Regarding
PBDEs, it is interesting to note that almost all samples have detectable
amounts of BDEs 47 and 99, which are the most abundant congeners
in the penta-BDE technical mixture (Alaee et al., 2003). In samples
from Portugal, Spain, and Slovenia, the most developed countries
of this study, these two PBDEs contributed with a 60%, 78% and 100%
respectively to the total amount of BFRs whereas these two PBDEs
represent less than 21% of the BFRs in Brazilian honeys and less than
4% in Morocco honeys. With regard to NBFRs, as previously mentioned,
they are the most abundant BFRs in developing countries. DBDPE is the
most abundant compound in Moroccan samples by far (96%) and also
has an important contribution to the total BFRs in Portuguese (39%),
Spanish (18%) and Brazilian ( 12%) honey samples as its contribution is
negligible in the case of Slovenian samples. The contribution of BTBPE
to the total BFRs is very high (68%) in Brazilian honeys whereas it
is almost negligible in the rest of studied regions, 4% in Spain and
non-detected in Moroceo, Portugal and Slovenia.

To our knowledge, only one study (Wang et al, 2010b) has been
performed to investigate concentration levels of PBDEs in honey
samples. They analyzed 27 PBDEs in 50 honey samples from different
countries and regions, and the concentrations found were always higher
than those found in the present study. Most of the studies carried out
with honeybees or honeybee products (honey, wax, pollen) have been
used as tools for assessing environmental pollution in agricultural and
industrial areas, so they have being mainly performed with pesticides
(Rissato et al, 2007; Balayiannis and Balayiannis, 2008). BFR concentra-
tions found in the honey samples studied in the present work are in
the lowest range levels found in other foods in the related literature
(Qinetal, 2011; Cristale et al., 2012; Roszko et al., 2014), although it
should be noted that the BFR levels reported in the literature almost
always concern foods with high lipid content in which neutral and
lipophilic contaminants, such as BFRs, are concentrated. The presence
of contaminants in honey might be due to either its constituents ( nectar
and pollen) or its transfer by bees when transforming nectar (Lambert
et al, 2012), Nectar, the basic constituent of honey, has low lipid content
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Tablke 2

Mean (50) of BFR concentrations, with frequencies higher than 10%, expressed in pg g~ ' £w, in honey samples from different countries.

BDE-47 BDE-100 BDE-99 BIBPE DBOPE . PBDEs . NBFRs 2 BHs

Brazil 0.80 (0/67) 0.01(003) 018 (028) 328 (6.90) 059 (1.75) 1.32 (1.09) 387 (6.A2) 5.19 [ GE6)
Morocco 0.09 (0.09) <10D 007 (0.06) <100 422 (3.11) 018 (0.08) 422 (3.11) 440 (3.11)
Portugal 1.15 (0.57) 0.02(003) 021 (027) =10D 087 (1.74) 1.37 (0.78) 0.87 (1.74) 224(1.10)
Spain 1.18 (0.89) 0.02(003) 018 (0.18) 006 (0.17) 032 (0.89) 1.39 (101} 0.38 (0.88) 1.77 (097)
Slovenia 0.57 (0.18) <10D 005 (0.06) <100 <LOD 0.93 (0.15) <LOD 093 (0.15)

Values below the limit of detection were set to zem for the @loubtion of the anthmetic means. $0: standard deviation, LOD: limit of detection.

and consequently its capacity to accumu late BFRs is very limited: that
would explain the low concentrations of BFRs detected in the honey
samples. But, in any case, they reflect the BFRs environmental pollution
inthe area where the honeybees collect pollen. Regarding the levels that
were found in the present study, neither European nor Brazilian nor
Moroccan legislations have established limits to the BFRs in honeys.

4. Conclusions

This is the first time that the presence of two “novel” BFRs (BTBPE
and DBDPE) in honeys from different countries has been reported. The
levels of PBDEs found in the studied honeys are much lower than
those found by Wang et al. (2010b) and are in the lowest ranges of
those found in other foodstuffs. Differences among BFR concentrations
and profiles in honeys from different countries were found. The
most important findings are the high contribution of the novel BFRs
investigated ( BTBPE and DBDPE) to the total BFRs studied in honeys
from Brazil, Morocco and Portugal, and the presence of the main com-
ponents of Penta-BDE technical mixture, the BDEs 47 and 99 in all the
investigated samples, BDE-47 being the predominant BFR in samples
from Slovenia, Spain and Portugal Those findings indicate that the
Penta-BDE commercial mixture is still in the environment and the
novel BFRs, synthesized to replace the Octa- and Deca-technical BDE
mixtures are being used with increasing frequency. The results found
in this study make necessary to conduct more and wider studies in
order to explain the BFR concentrations and profiles found in honeys
collected in different countries located in various regions,
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5 DISCUSSAO

As abelhas séo excelentes bioindicadores ambientais, pois podem demonstrar 0s
prejuizos do homem ao meio ambiente ao qual vivem através de dois sinais: a alta
mortalidade (no caso de praguicidas) e os residuos quimicos presentes no mel. Algumas
caracteristicas morfologicas e comportamentais também colaboram para que a abelha seja
considerada um “detector ecoldgico confiavel”: € um organismo de facil reproducdo, ubiquo e
requer modestas fontes de alimentos; possui o corpo coberto de pelos, os quais facilitam a
adesdo de particulas em suspensdo e substancias quimicas; é altamente sensivel a maioria dos
praguicidas, revelando de imediato quando estes sdo imprdprios ao meio ambiente; sua grande
mobilidade e amplo raio de voo permitem com que uma grande area seja monitorada
(PORRINI et al., 2003).

Dentre os Poluentes Organicos Persistentes investigados no presente trabalho, os
praguicidas organoclorados foram o0s que apresentaram as maiores concentracdes de residuos
nas amostras de mel de abelhas, apesar de estarem proibidos e/ou severamente restringidos ha
mais de duas décadas em nosso pais. O praguicida Endosulfan, o Gltimo dos POPs incluidos
na lista do Convénio de Estocolmo no ano de 2011, ainda era permitido em culturas agricolas
nos anos em que as amostras foram coletadas (entre 2009 e 2011), o que reflete diretamente
nos resultados do Manuscrito 1. Estudos comprovam a dispersdo e contaminagdo global do
meio ambiente por este praguicida em matrizes como ar, solo e 4gua do mar (BECKER et al.
2011), justificando a sua inclusdo na lista dos POPs. No caso especifico das amostras
analisadas, a contaminacdo pode ser devida a sua utilizacdo em culturas de soja, café e cana-
de-acucar, as quais sdo cultivadas nos trés estados da regido Sul do Brasil.

Com relagdo aos residuos de PCBs indicadores, analisados no Manuscrito 2, 0s
congéneres que apresentaram as maiores concentragdes, bem como frequéncia de detecgéo,
foram os menos clorados: PCBs 28 (triclorobifenil) e 52 (tetraclorobifenil). Isso pode ser
devido ao fato de que os PCBs mais clorados, principalmente os hexa- e heptaclorobifenil,
tendem a acumular-se em maior quantidade em alimentos gordurosos quando comparados aos
congéneres de menor cloracdo. Estudos prévios realizados pelo nosso grupo de pesquisa em
alimentos como carne, produtos carneos, leite e milho, confirmam esta suposicdo
(COSTABEBER et al., 2006; HECK et al., 2007; SCHWANZ et al., 2012), bem como a

existéncia de contaminacdo ambiental por PCBs no estado do Rio Grande do Sul. Com
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relacdo a outros estudos, uma pesquisa realizada com mel de abelhas da Turquia detectou
concentragfes semelhantes as encontradas no presente estudo (ERDOGRUL, 2007),
comprovando o fato de que o mel de abelhas também pode ser utilizado para monitorar a
contaminacdo ambiental por PCBs. Nos resultados do Manuscrito 2, as concentracdes dos
PCBs 28, 52 e 180 possuem a tendéncia de aumentar com o passar dos anos (2009 < 2010 <
2011). Embora essa diferenga ndo seja estatisticamente significativa, somente o fato de que as
concentragdes estdo aumentando ja € motivo de preocupacéo.

As dioxinas, furanos e DL-PCBs foram analisados em amostras comerciais do Brasil,
cujos resultados encontram-se no Manuscrito 3. Embora as concentrages detectadas sejam
baixas quando comparadas a outros alimentos, o fato de que um alimento como o mel de
abelhas possua a capacidade de acumular alguma quantidade destes compostos € preocupante,
pois 0 mesmo ndo possui gordura em sua composi¢do. Somente uma amostra, proveniente do
estado do Parana, apresentou 0,343 pg de WHO-TEQ g™ de mel, uma concentracio
surpreendente para um alimento desta natureza. Para peixes, um dos alimentos que mais
acumula esta classe de compostos, o limite permitido pela legislacdo brasileira € de 3,5 pg de
WHO-TEQ g™* de mUsculo, enquanto que para carne de aves o limite é de 1,75 pg de WHO-
TEQ g™ de gordura (BRASIL, 2013). Para os demais alimentos ndo ha limites estabelecidos.
Dentre a literatura consultada, nenhum estudo que reportasse a analise destes compostos em
mel de abelhas foi encontrado. Adicionalmente, nenhum estudo reportando concentracGes de
dioxinas e furanos em alimentos do Brasil foi encontrado, o que faz com que o mesmo tenha
ainda mais relevancia.

No Manuscrito 4, retardantes de chama bromados (BFRs) foram determinados em
amostras de mel de abelhas provenientes do Brasil, Espanha, Portugal, Eslovénia e Marrocos.
Como todos os POPs, a ingestdo de alimentos contaminados com pequenas concentragdes de
residuos é a maior causa da exposi¢do humana (ROSS, 2004). Porém, segundo Frederiksen et
al. (2009), a presenca dos PBDEs em diversos produtos com os quais temos contato diério
pode levar a exposicdo adicional no ambiente doméstico, atraves da inalacdo tanto do ar
guanto da poeira contaminados. Adicionalmente, diversos estudos tém detectado residuos de
BFRs nos mais diversos tipos de matrizes, incluindo agua, solo e sedimentos, mesmo em
areas mais remotas (COVACI et al., 2011; DE WIT, ALAEE & MUIR, 2006; HALE et al.,
2003; LAW et al., 2006). Embora as concentracOes detectadas nas amostras analisadas
tenham sido baixas, o fato de que estes compostos estdo presentes no ar e na poeira pode
explicar a presenca destes compostos no mel de abelhas. Dentre a literatura consultada,

somente um estudo reportando a analise de PBDEs em mel de abelhas foi encontrado
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(WANG et al., 2010), o qual apresentou concentraces bastante superiores ao do presente
estudo. Adicionalmente, nenhum estudo foi encontrado reportando niveis de NBFRs em mel.
Com relacdo aos niveis detectados, ainda ndo ha legislacdo sobre limite maximo de residuos
em alimentos, tanto no Brasil, quanto na Europa.

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2011), a
regido Sul do Brasil é a maior produtora de mel do pais, regido esta onde foram coletadas as
amostras brasileiras analisadas nos manuscritos apresentados na se¢do anterior. Ainda com
relacdo aos praguicidas organoclorados, além da contaminacdo ambiental detectada através do
mel de abelhas, o fato de que mais de 18% das amostras analisadas superaram o limite
maximo de residuos permitido pela legislacdo também é preocupante no que diz respeito a
seguranca alimentar. Apesar do consumo per capita do mel como alimento ser baixo em
nosso pais, com meédia de 80 gramas ao ano (IBGE, 2009), somos um dos maiores
exportadores do mundo deste alimento, principalmente para a Alemanha e os Estados Unidos,
paises estes que possuem um consumo per capita anual superior a 1 Kg.

Diante do exposto, a necessidade da realizacdo de mais pesquisas sobre o tema torna-
se evidente. E preciso investigar as causas da contaminacdo ambiental e dos alimentos por
estes compostos em nosso pais, bem como elucidar as suas fontes. Contudo, novas
investigacOes dependem principalmente da disponibilidade de equipamentos e recursos
financeiros, uma vez que parte das analises desta pesquisa foi realizada fora do pais.



6 CONCLUSOES

As amostras de mel de abelhas analisadas no presente estudo apresentaram
contaminagdes importantes por POPs, demonstrando a grande repercussdo da
contaminagdo ambiental nas regides estudadas.

77 % das amostras da regido Sul do Brasil estavam contaminadas por algum tipo de
praguicida organoclorado, com predominancia dos compostos Endosulfan alfa,
Endosulfan sulfato e Aldrin, sendo este ultimo detectado em maior concentragcdo no
mel proveniente do estado de Santa Catarina. O composto Endrin apresentou
concentracdo superior nas amostras do ano de 2010 quando comparado com as de
2011. Adicionalmente, 18% apresentaram concentragcdes superiores ao limite maximo
de residuos permitido pela legislag&o brasileira.

Os PCBs indicadores foram detectados em 65% das amostras provenientes dos estados
do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parand e Sdo Paulo. O mel de abelhas
proveniente dos estados do Parana e Sdo Paulo apresentou maiores concentragdes do
PCB 28, enquanto que o PCB 52 foi detectado em niveis mais elevados nas amostras
provenientes de Santa Catarina e Sdo Paulo. J4& as PCDDs, PCDFs e DL-PCBs
apresentaram niveis bastante baixos, com exce¢do de uma amostra proveniente do
Parana, a qual apresentou 0,343 pg WHO-TEQ g* de mel, uma quantidade
surpreendente para este tipo de alimento.

BFRs, incluindo PBDEs e NBFRs, foram analisados em amostras provenientes de
cinco diferentes paises. Os resultados demonstram grande contribui¢do dos PBDEs de
baixa bromacao, principalmente o BDE-47, nas amostras provenientes da Espanha,
Portugal e Eslovénia. Adicionalmente, no mel proveniente do Brasil e do Marrocos, 0s
NBFRs foram mais abundantes.

Dentre a literatura consultada, este foi o primeiro estudo realizado reportando niveis
de diversas classes de POPs em amostras de mel de abelhas provenientes da regido Sul
do Brasil. Adicionalmente, nenhum estudo foi encontrado reportando niveis de DL-
PCBs, PCDDs e PCDFs em mel de abelhas.

E preciso investigar as causas desta contaminagdo ambiental, uma vez que esta pode
estar diretamente relacionada ao desaparecimento das abelhas, colocando em risco a

sobrevivéncia do mais importante agente polinizador para a producédo de alimentos.
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RESUMO

Os PCBs sdo compostos orgdnicos sintéticos que
Joram muito utilizados na industria como fluidos dielétricos
em transformadores e capacitores, tintas e dleos lubrificantes
hidraulicos. Apos serem detectados no meio ambiente no final
dos anos 60, em seguida foram identificados como
contaminantes de todo o ecossistema global, incluindo o ar,
dgua, solo, plantas, animais, seres humanos e alimentos, o
gue levou a sua proibicdo em 1977, nos Estados Unidos, e, em
1981, no Brasil. Porém, sua utilizagdo ainda é permitida no
nosso pais em equipamentos eletrénicos antigos, até gue seja
realizada a sua substituigdo por produto isento de PCBs. Esse
fato tem resultade em diversos episddios de utilizagdo,
armazenamento e descarte inadequados, contaminando o meio
ambiente, os animais, os seres humanos e toda a cadeia
alimentar. Estudos demonstram que esses compostos sdo
capazes de causar relevantes alteragdes, tais como
neurotoxicidade, disrupgdo enddcrina, imunossupressdo, entre
outros. Segundo a IARC, os PCBs estdo classificados no Grupo
24 (provavelmente carcinogénicos para seres humanos), com
excegdo do PCB 126, gue pertence ao Grupe 1 (carcinogénico
para seres humanos). Como estes compostos sdo altamente
lipofilicos, acumulam-se na cadeia alimentar e tém sido
detectados nos mais diversos tipos de alimentos com bastante
Jfrequéncia, sendo esta a principal fonte de contaminagdo dos
seres humanos. Esta revisdo bibliogrdfica tem por objetivo
apresentar os principais aspectos relacionados aos bifenilos
policlorados em alimentos, incluindo suas caracteristicas,
aspectos toxicolégicos e ocorréncia.

Palavras-chave: bifenilos policlorados, poluentes orgdnicos
persistentes, contaminagdo de alimentos,
seguranga alimentar, toxicidade.

ABSTRACT

PCBs are synthetic organic compounds that were
widely used in industry as dielectric fluids in transformers and
capacitors, paints and lubricants hydraulic oils. After being
detected in the environment on the end of 60, then they were
identified as contaminants in the whole ecosystem, including
the air, water, soil, plants, animals, humans and food, which
led to its prohibition in 1977, in the United States, and in 1981,
in Brasil. Nevertheless, its use is still allowed in our country in
old electronics, until its replacement by other free PCB product.
This has resulted in several use episodes, inadequate storage
and disposal, contaminating the environment, animals, humans
and all the food chain. Studies show that these compounds are
able to cause significant changes, such as neurotoxicity,
endocrine disruption, and immunosuppression, among others.
According to the IARC, PCBs are classified in Group 24
(probably carcinogenic to humans), with the exception of PCB
126, which belongs to Group 1 (carcinogenic to humans).
Because their high lipophilicity, accumulates in the food chain
and, conseguently, has been detected often in many kinds of
food, which is the main source of human contamination. The
aim of this review is to present the mains aspects related to
polychlorinated biphenyls in foods, including their
characteristics, toxicological aspects and occurrence.

Key words: polvchlorinated biphenyls, persistent erganic

pollutants, food contamination, food security,
toxicity.

INTRODUCAO

A busca por alimentos seguros pode ser
considerada na atualidade como uma forma de
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conhecimento aplicado a qualidade de vida. Na visédo
atual do consumidor. o conceito de qualidade de um
alimento nfo engloba somente as caracteristicas de
sabor. aroma e aparéncia. mas também a preocupacéo
de que ndo cause danos a saude e seja livre de
contaminantes fisicos. quimicos e microbioldgicos.
Disponibilizar alimentos seguros para a populacdo €
uma tarefa que envolve todas as esferas do governo.
bem como as empresas e estabelecimentos privados
afins ao processo.

A presenca de confaminantes quimicos nos
alimentos pode causar varios danos, incluindo reacdes
de hipersensibilidade e toxicidade, que podem ocorrer
de forma aguda. cronica e/ou retardada, como a acéo
carcinogénica (MIDIO & MARTINS. 2000). Dentre
esses contaminantes quimicos. destacam-se 0s
bifenilos policlorados (PCBs). compostos pertencentes
a classe dos poluentes organicos persistentes (POPs).
presentes em inumeras amostras indicadoras da
contaminacio ambiental. Sua descoberta ocorren ha
mais de cem anos. tendo sido amplamente utilizados
pela industria durante décadas em diversas aplicacdes
(ERICKSON & KALEY II. 2011). Inicialmente
detectados no meio ambiente no final dos anos 60,
foram identificados como contaminantes em quase
todos os componentes do ecossistema global.
resultando em intmeros efeitos toxicos e bioldgicos.
Estes compostos sdo comprovadamente causadores
de problemas reprodutivos, imunologicos e de danos
ao figado (SAFE et al.. 1985). As proporcoes da
dispersdo e transferéncia desses compostos para os
animais, vegetais e seres humanos sdo dificeis de serem
estimadas (WHO. 1993).

O objetivo desta revisdo bibliografica &
apresentar os principais aspectos relacionados aos
bifenilos policlorados em alimentos. incluindo suas
caracteristicas, aspectos toxicolégicos e ocorréncia.

Caracteristicas gerais dos bifenilos policlorados

Os PCBs sao hidrocarbonetos clorados.
fabricados comercialmente pela progressiva cloracio
do bifenil na presenca de nm catalisador. Dependendo
das condicdes de reacdo. as proporcdes de cloracdo
podem variar entre 21 e 68%. Quimicamente, sdo
caracterizados por dois anéis benzénicos unidos por
uma ligacdo C-C. tendo a férmula geral de Ci,H0.Cl,
(1=n=10). Suas moléculas podem apresentar diversas
substituicdes em relacdo a quantidade de atomos de
cloro. variando de 1 a 10 atomos. podendo ser obtidas
até 209 estruturas diferentes. denominadas de
congéneres (PEREIRA, 2004; ERICKSON & KATEY TI.
2011). Os anéis de benzeno podem girar em torno da
ligacdo que os une. resultando em duas conformacdes

espaciais: planar ou coplanar. A conformacio planar
apresenta atomos de cloro na posicdo orfo (2,2°).
enquanto que a coplanar nio possui atomos de cloro
nessa posicio (PENTEADO & VAZ. 2001). A estrutura
dos PCBs possui uma consideravel resisténcia a acidos.
bases. altas temperaturas e correntes elétricas, além de
ser uma substancia ndo inflamavel (OMAYE. 2004). Sdao
praticamente insoluveis em agua e facilmente soluveis
em carboidratos, gorduras e outros compostos
organicos. sendo rapidamente absorvidos por tecidos
gordurosos (WHO, 1993; SILVA et al., 2007).

Devido ao grande emprego de PCBs. a
producdo mundial acumulada foi de aproximadamente
1.200.000 toneladas. Destes, cerca de 60% foram
utilizados em transformadores e capacitores, 15% como
fluidos de transferéncia de calor e 25% como adifivos
na formulacido de plastificantes. tintas, adesivos e
pesticidas (PENTEADO & VAZ. 2001). Segundo
OMAYE (2004), a producido de PCBs nos Estados
Unidos foi interrompida em 1977, entretanto, mais de
500.000 toneladas foram produzidas naquele pais.
Estima-se que dois tercos foram degradados ou
destruidos, mas. devido a seu alto grau de estabilidade.
cerca de 200.000 toneladas ainda podem estar presentes
no meio ambiente.

No Brasil, ndo se tem registros de sua
producio. sendo o produfo importado principalmente
dos Estados Unidos e Alemanha. A Portaria
Interministerial 19. de 29 de janeiro de 1981, estabeleceu
a proibicio da fabricacdo, comercializacio e uso de
PCBs em todo territdrio nacional. porém permite que
0s equipamentos ja instalados continuem em
funcionamento até a sua substitui¢io infegral ou troca
do fluido dielétrico por produto isento de PCBs
(BRASIL., 1981).

A contaminacdo ambiental ocorre
principalmente a partir do descarte de equipamentos
elétricos antigos em locais ndo apropriados.
contaminando o solo e as aguas. Também ocorre
durante a incineracio do lixo industrial e municipal.
pois os incineradores ndo sdo efetivos em sua
destruicdo. Os PCBs sdo inflamaveis a altas
temperaturas e os produtos de sua combustio 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, 2003; PEREIRA, 2004).
Segundo a legislacdo do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (BRASIL, 2002). todo sistema de tratamento
térmico para residuos industriais devera atingir a taxa
de eficiéncia de destruicdo e remocio (EDR) superior
ou igual a 99.99% para os PCBs, com as camaras
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operando a uma temperatura minima de 800°C. Por esse
motivo, muitos equipamentos desativados contendo
PCBs ainda continuam armazenados em depositos,
como ocorreu recentemente no Porto de Rio Grande
(RS). o qual foi autuado e multado pelo IBAMA por
manter 21 toneladas de oleo Ascarel (denominacdo
comercial do 0leo de PCBs no Brasil) armazenadas em
transformadores desativados e toneis. Isso demonstra
que. apesar de esse produto estar proibido ha quase
trés décadas no pais. orisco de contaminacio ambiental
ainda € muito grande.

Aspectos toxicologicos dos bifenilos policlorados

O homem pode contaminar-se com PCBs a
partir do meio ambiente, por ingestdo através de
alimentos. inalacdo, absorcdo dérmica e processos de
combustdo inadequados. As vias de entrada dos PCBs
no organismo humano sio atraves do trato
gastrointestinal, pulmdes ou epiderme (WHO, 1993).
Segundo ROSS (2004). a exposicdo humana aos PCBs
ocorre principalmente pela ingestdo acidental de
alimentos com baixos niveis de contaminacdo. O
mecanismo e a cinética da biotransformacio dos PCBs
dependem de intumeros fatores. incluindo a capacidade
metabolica do organismo e a estrutura do congénere
de PCB (MAERVOET et al., 2004). Aqueles congéneres
que ndo contém atomos de cloro na posicio orfo. mas
possuem atomos de cloro na posicdo para e tém no
minimo um par de cloros na posicdo mefa. sdo
considerados os mais toxicos, devido a alta afinidade
com o receptor Ah (aryl hydrocarbon). tais como o
3.37.4.4 -tetraclorobifenil (PCB 77). 3.4.4°.5-
tetraclorobifenil (PCB 81). 3.3".4.4°,5-pentaclorobifenil
(PCB 126) e 3.3’.4.4°.5,5 -hexaclorobifenil (PCB 169).
Os mecanismos de acdo bioquimico e toxicologico
desses compostos sdo semelhantes aos da 2.3.7.8
tetraclorodibenzeno-p-dioxina (TCDD) (SAFE et al..
1985; SILVA et al., 2007) e, por esse motivo. estes
congéneres sdo chamados de PCBs semelhantes as
dioxinas (DL-PCBs: dioxin-like PCBs). Ja as dioxinas
sdo formadas indesejavelmente a partir dos PCBs,
sendo que amaioria dos casos de contaminacdo resulta
de sua formacdo a partir de processos industriais,
incineracio do lixo industrial (WEBER et al.. 2008). ou
incéndio acidental (VASSILIADOU et al., 2009). O termo
“dioxinas” compreende um total de 210 congéneres,
0s quais estdo quimicamente e estruturalmente
relacionados aos hidrocarbonetos aromaticos
clorados. incluindo 75 congéneres de PCDD e 135
congeneres de PCDF. Seu potencial toxicologico difere
significativamente. dependendo do grau de cloracdo e
da posicdo dos atomos de cloro em seus dois anéis
aromaticos. Todos 0s 17 congéneres de PCDD/PCDFs

com substitui¢cdes nas posicdes 2, 3, 7 ¢ § possuem um
perfil toxicologico semelhante. os quais incluem
toxicidade dérmica. carcinogenicidade. imunotoxicidade
e foxicidade no sistema reprodutivo (SAFE. 1986).
Porém. os congéneres 2.3,7.8-tetraclorodibenzeno-p-
dioxina. 2.3.4.7.8-pentaclorodibenzenofurano. bem
como o PCB 126 (3.3".4.4°,5-pentaclorobifenil) foram
recentemente classificados pela Infernational Agency
for Research on Cancer (IARC) no Grupo 1
(comprovadamente carcinogénicos para os seres
humanos) (BAAN et al.. 2009).

A maioria das misturas comerciais de PCBs,
porém, esta baseada nos sete indicadores (28, 52, 101,
118, 138, 153 e 180). O somatorio de seis desses
indicadores. com excecdo do PCB 118. representa cerca
de 50% da contaminacio dos alimentos por PCBs nio
semelhantes as dioxinas (NDL-PCBs: non-dioxin like
PCBs)(EFSA,2005: FERRANTE etal.. 2011). OsNDL-
PCBs sdo reconhecidamente menos toxicos que os
congéneres DL, embora sejam igualmente perigosos
devido ao fato de serem comumente encontrados nos
seres humanos, animais selvagens e peixes
(FERRANTE etal., 2010). expostos através da cadeia
alimentar em concentra¢cdes muito maiores do que os
DL-PCBs (STORELLI & PERRONE. 2010). Estacada
vez mais claro que a maioria dos PCBs que possuem
atomos de cloro na posicdo orfo (NDL-PCBs). 0s quais
possuem pequena afinidade pelos receptores Ah e que
se pensava ser biologicamente inativos. estdo
envolvidos em relevantes alteracdes. tais como
neurotoxicidade, disrupcdo enddcrina e
imunossupressio (SELGRADE. 2007). A respeito dos
efeitos dos NDL-PCBs no sistema imune. alguns
estudos in vivo demonstraram supressiao na producio
de anticorpos e da resposta imune durante a fagocitose,
além da diminuicdo na resisténcia a infeccdes em seres
humanos e animais expostos (LUEBKE et al., 2004:
LEVINetal. 2005 DALLATRE etal.. 2006; SELGRADE,
2007). As condicdes que levam a liberacdo e
redistribuicdo desses compostos podem fornecer
informacdes sobre seu perfil toxicologico. cinética e
efeitos patologicos em seres humanos (KIM et al..
2011). Uma perda de peso moderada foi associada com
o aumento na concentracio de PCBs no plasma
sanguineo. sugerindo que a reducido desses poluentes
na massa de gordura corporal pode estar associada ao
aumento da lipolise (HUE et al.. 2006).

Os compostos mais clorados sdo mais
persistentes, sendo absorvidos pelo sistema intestinal,
acumulando-se principalmente nos tecidos gordurosos
e figado. nos quais podem permanecer por diversos
anos. Ja as formas menos cloradas enfram na circulacao
hepatica portal. sdo submetidas a um metabolismo
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primario e podem ser metabolizadas e excretadas
(ATSDR. 2000). As principais rotas de eliminacio dos
PCBs sdo as fezes, aurina e o leite materno (WHO, 2003).

Ao nivel de exposicdo atual. € pouco
provavel que os PCBs causem graves efeitos a curto
prazo na saude humana. Alguns estudos demonstram
que a exposicdo direta pode causar problemas na pele.
irritacdo no nariz e pulimdes, mal estar gastrointestinal,
alteracdes sanguineas e hepaticas. além de depressdo
e fadiga. principalmente em locais onde sdo mantidos
ou consertados transformadores que ainda contém
PCBs (ATSDR, 2000). Ja os efeitos na saude a longo
prazo, porém. sdo intmeros. Segundo a International
Agency for Research on Cancer (IARC), os PCBs estio
classificados no Grupo 2A (provavelmente,
carcinogénicos para seres humanos). com excecio do
PCB 126, jamencionado anteriormente (Grupo 1). Além
disso. diversos estudos tém sugerido que a exposicio
aos PCBs esta associada ao aumento do risco do cancer
de mama (RECIO-VEGA etal., 2011), cancer do trato
biliar (ADENUGBA et al.. 2009). cancer de figado.
estOmago. intestino e prostata (PRINCE et al.. 2006),
enfre outros.

Ocorréncia dos bifenilos policlorados em alimentos

A entrada dos PCBs na cadeia alimentar
deve-se principalmente as suas propriedades fisico-
quimicas. Esses compostos podem sofrer um processo
de bioconcentracdo. no qual ocorre um actimulo
resultante da absorcdo e eliminacdo simultianeas. ou
uma biomagnificacio, resultado do processo de
acumulo da concentracdo de PCBs nos tecidos dos
organismos vivos na passagem de cada nivel trofico
da cadeia alimentar (PENTEADO & VAZ. 2001). Devido
ao fato de que a mais importante via de exposicdo
humana aos PCBs é a ingestio de alimentos
contaminados. muitos estudos tém sido realizados para
detectar os niveis de contaminacido dos alimentos. O
maior nimero de pesquisas concentra-se em paises
fabricantes de PCBs, como Italia. Alemanha. Japdo,
Estados Unidos, além de locais com ocorréncia de
acidentes ambientais com esses materiais.

E sempre preferivel que o perigo quimico néio
esteja presente no alimento. Porém, como nem sempre
isso € possivel. os 6rgdos governamentais estabelecem
0s niveis que sdo aceitos. ou seja. a concentracio do
perigo que € considerada “aceitavel”, como limite de
referéncia. A legislacio brasileira prevé limifes de
referéncia para PCBs em carne (200ug kg de gordura),
leite (100ug L) e peixe de cultivo (15ugkg™) (BRASIL.
2011). Ja os limites maximos aceitos pela Unifo Europeia
sdo expressos em TEQ (total de toxicidade equivalente)
para o somatorio de PCDDs e PCDFs e para o somatorio
de PCDDs e DL-PCBs (CEE. 2006).

A tabela 1 apresenta a ocorréncia de bifenilos
policlorados em alimentos de diversos paises, com
estudos realizados entre os anos de 2006 e 2011. Com
relacdo a carne. produtos carneos e figado. observa-se
que a salsicha hot-dog analisada no Brasil foi a que
apresentou a maior contaminacio (COSTABEBER et al..
2006). Ja o figado bovino, que € um dos locais em que 0s
PCBs armazenam-se no organismo, apresentou baixa
contaminacdo quando relacionado aos outros alimentos
do grupo (TURRIO-BALDASSARI. 2009). No grupo dos
pescados, uma concentracio consideravel foi detectada
no salméao proveniente da Bélgica (VOORSPOELS etal..
2008). seguido do salmao da Dinamarca (FROMBERG et
al., 2011). Esse mesmo estudo na Belgica também
detectou uma alta contaminacio em ovos. Ja em oufro
estudo com ovos, realizado mais recentemente na
Dinamarca, a contaminacio foi menor (FROMBERG et
al.. 2011). Em relacdo aos lacteos. uma grande
contaminacdo foi detectada no leite bovino do Ird
(BAYAT etal.. 2011). seguido pelo leite do Brasil (HECK
et al.. 2007). Ja os leites provenientes da Dinamarca
(FROMBERG et al.. 2011) e da Italia (TURRIO-
BATDASSARITetal., 2009) apresentaram contaminacdes
inferiores. No que diz respeito aos queijos. 0s
provenientes do Brasil (SANTOS et al.. 2006)
apresentaram contaminacdo superior quando
comparados aos provenientes da Dinamarca
(FROMBERG et al., 2011). O leite materno, uma das
principais vias de eliminacdo dos PCBs do organismo,
apresentou grande quantidade de residuos nos estudos
realizados recentemente na Espanha (GOMARA et al..
2011) e no Japdo (TOKADA et al.. 2010). Porém.
comparando-se com o estudo realizado na China, o valor
apresenta-se inferior (XING et al.. 2009). Suplementos
alimentares a base de oleo de figado de bacalhau e azeite
de oliva virgem também foram analisados na Espanha.
constatando-se uma alta concentragio de PCBs (YAGUE
etal..2005;: MARTI et al..2010).

Com base nesses dados. pode-se analisar
melhor a situacdo da contaminacdo dos alimentos do
Brasil. Embora ainda haja poucos estudos sobre o tema.
pode-se observar que os alimentos analisados
apresentaram uma contaminacio significativa (leite
bovino. queijo e salsicha hot-dog). uma vez que nio
existiram fabricas de PCBs no pais. O descarte
inadequado de residuos e equipamentos elétricos
antigos talvez possa ser a maior causa dessa
contaminacio. Um estudo recente realizado no estado
do Rio Grande do Sul demonstrou que o indice de
contaminacio por PCBs em soro de cordao umbilical
de recém nascidos foi considerado elevado. quando
comparado com estudos da Europa e Estados Unidos
(MOHR etal., 2011). indicando que essa contaminacio
tambeém esta presente nos seres humanos.
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Tabela 1 - Ocorréncia de bifenilos policlorados em alimentos de diversos paises.

Pais Alimento Congéneres de PCBs analisados ¥ PCBs Referéncia
36 congéneres: 18, 37, 44. 49, 52. 70, 74, 77. 81. 87. 99,
N . 101, 105, 114, 118, 119, 123, 126, 128/158. 138, 151. 156, 1
Japdo Peito de frango 157/153. 167. 168, 169, 170, 177. 180, 183. 187, 189, 194, 0OREE QINetal. (2011)
199
1
Brasil Salsicha hot-dog 6 congéneres: 10, 28, 52. 138, 153, 180 31.19ngg” COSTABEBER etal
gordura (2006)
1
Brasil Came bovina 6 congéneres: 10, 28, 52, 138, 153, 180 2.82ng g”  COSTABEBER etal
gordura (2006)
0.85a
. . TURRIO-BALDAS-
. . N . 1
Ttalia Figado bovino 6 congéneres: 28, 52, 101, 138, 153, 180 }goiiilllég SARI et al. (2009)
-1
Argentina  Peixe (truta) 9 congéneres: 44, 87, 110, 118, 138, 149, 153, 180, 187 4.Tngg ONDARZA. et al
gordura (2011)
23 congéneres: 28, 52, 74, 95. 99, 101, 105, 110, 118. 128, 3 ,
Bélgica Salméo 138/163, 149, 153, 156, 170,180, 183, 187, 194, 196/203. 24ng g ‘OOR%&E}“S etal
199 =
2 -2
Dinamarca  Salmio 10 congéneres: 28. 52. 101, 105, 118, 138, 153156, 170 | 0 o FROMBERG etal
180 (2011)
23 congéneres: 28, 52, 74, 95. 99, 101, 105, 110, 118. 128, . .
Bélgica Ovos 138/163, 149, 153, 156. 170, 180, 183, 187, 194, 196/203.  35ng g ‘OORSfOELS’ etal
199 (2008)
Di on 10 congéneres: 28. 52. 101. 105, 118. 138, 153. 156. 170, - . FROMBERG et al.
inamarca VoS 180 Tng g (2011)
1
Irid Leite bovino 6 congéneres: 28, 52, 101, 138, 153. 180 é;glﬁ:;;g g BAYATetal (2011)
. . . ) . 15,5ng g'l
Brasil Leite bovino 5 congéneres: 10, 28, 52, 138, 180 gordura HECK et al. (2007)
. . . 10 congéneres: 28. 52. 101. 105, 118, 138, 153, 156, 170,  4.4ng g FROMBERG et al.
Dinamarca Leite bovino
180 gordura (2011)
0,182
. . . TURRIO-BALDAS-
. N i 1
Ttalia Leite bovino 6 congéneres: 28, 52, 101, 138. 153 180 g;i?j-‘g SARI et al (2009)
1
Brasil Quetjo 6 congéneres: 10, 28, 52, 138, 153, 180 ggriil;?g SANTOS etal. (2006)
Dinamarca  Queijo 10 congéneres: 28, 52, 101. 105, 118, 138, 153, 156, 170, 6.8ng g’ FROMBERG et al.
: J 180 gordura (2011)
24 congéneres: 28, 52, 77, 81. 95, 101, 105, 114, 118. 123, 1 .
. £ 125 GOMARA et al.
Espanha Leite matemno 126. 132, 138. 149, 153, 156, 157, 167. 169. 170, 180, 183. nes eta
ordura (2011)
189, 194 g
. . i 4828ng g’ TOKADA et al.
Cha <y g g
Japdo Leite materno 6 congeéneres: 28, 52, 101, 138, 153, 180 cordura (2010)
36 congéneres: 18, 37, 44. 49. 52, 70, 119, 123, 126,
. . 128/158, 138, 151, 156. 74, 77, 81, 87. 99, 101, 105. 114,  9.50ng g’
Chana Lette materno 118, 157/153, 167. 168. 169, 170, 177, 180, 183, 187, 189,  gordura XING et al. (2009)
194,199
36 congéneres: 18, 37, 44. 49, 52. 70, 74, 77. §1. 87. 99,
. . 101, 105, 114, 118, 119, 123, 126. 128/158. 138. 151. 156. 1
Tapdo Améndoa 157/153, 167. 168, 169. 170, 177. 180, 183, 187, 189, 104, -07REE QINetal. (2011)
199
Espanha .(%:.f;t:m)de olva o eéneres 2852, 138,153,180 37ng g’ YAGUE etal (2005)
Supl.alimentar . . 5 49 7a .
Espanha (6leo bacalhau) 7 congéneres: 28, 52, 101, 118, 138,153, 180 98 3ng g’ MARTI etal (2010)
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CONCLUSAO

Os aspectos toxicologicos dos PCBs sdo
bastante variaveis. devido a quantidade e posicio dos
atomos de cloro em sua molécula. Os DL-PCBs sdo 0s
mais toxicos. pois possuem alta afinidade com os
receptores Ah. além de apresentarem um mecanismo
de acdo toxicologico semelhante & dioxina 2.3.7.8-
TCDD. Ja os congéneres NDL-PCBs. apesar de
apresentarem uma toxicidade menor. sdo igualmente
perigosos. pois foram os mais utilizados em misturas
comerciais e, consequentemente, os mais detectados
em amostras ambientais, seres humanos, animais e
alimentos. Estudos ja comprovaram que esses
congéneres, apesar de possuirem pequena afinidade
pelos receptores Ah. estdo envolvidos em mecanismos
de neurotoxicidade. disrupc¢do endocrina e
imunossupressdo. Apesar de os PCBs terem sido
proibidos ha mais de trés décadas. seus residuos ainda
sdo detectados nos mais diversos tipos de alimentos
de varios paises. inclusive do Brasil. A maior causa
talvez esteja nos frequentes acidentes de
armazenamento e descarte incorretos, somado a sua
grande persisténcia e bioacumulacdo. Sua ocorréncia
em alimentos do mundo inteiro demonstra que o
problema ¢ global. incluindo paises desenvolvidos e
em desenvolvimento. Na maioria das referéncias
consultadas. ndo se observou uma diminuicido nos
niveis de PCBs com o passar dos anos, como era de se
esperar. As proporcdes do efeito da contaminacio dos
PCBs nos seres humanos ainda sdo dificeis de ser
estimadas. porém estudos ja comprovaram o seu poder
carcinogénico, mutagénico e teratogénico. A
necessidade da realizacdo de mais pesquisas no pais €
evidente, porém os custos para este tipo de analise
ainda sdo muito altos, o que justifica os poucos
trabalhos dentre as referéncias consultadas. Contudo.
mais pesquisas sobre a ocorréncia dos PCBs em
alimenfos fazem-se necessarias no mundo infeiro.
devido a grande variabilidade nos resultados obtidos
dentro da literatura consultada.
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