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RESUMO

Tese de doutorado
Programa de Pos-Graduacdo em Quimica
Universidade Federal de Santa Maria

DETERMINACAO DE POPS E AGROTOXICOS EM LEITE MATERNO
EMPREGANDO CROMATOGRAFIA A GAS ACOPLADA A ESPECTROMETRIA
DE MASSAS COM IONIZACAO QUIMICA NEGATIVA (GC-NCI-MS)

Autora: Mariela de Souza Viera
Orientador: Renato Zanella
Santa Maria, 31 de marco de 2016

A Convencao de Estocolmo foi a primeira atitude mundial a tentar preservar a saude
humana e o ambiente do uso indiscriminado de agrotoxicos, especialmente os
poluentes organicos persistentes (POPs), que se caracterizam por serem lipofilicos
podendo bioacumular nos tecidos adiposos e também no leite materno. Porém, os
POPs constituem apenas uma parte dos produtos quimicos com potencial de
contaminagcdo ambiental e humana uma vez que novas substancias estédo
constantemente sendo desenvolvidas e liberadas no ambiente. Neste trabalho a
etapa de preparo de amostra foi otimizada com base nos resultados do
planejamento fatorial 3% variando solventes e sorventes. O método foi validado para
54 compostos utilizando uma mistura de hexano:acetona para a extragao, limpeza
do extrato por extracdo em fase sélida dispersiva (d-SPE) empregando Florisil®
ativado e determinacdo por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de
massas com ionizacdo quimica negativa (GC-NCI-MS). O efeito matriz foi
compensado pela utilizacdo de curva analitica extraida. A validacdo do método
apresentou resultados satisfatorios para linearidade, exatiddo (recuperacdo entre
719-119,8%) e precisdo (RSD <29%). Uma etapa de evaporacdo do extrato
concentrou os analitos possibilitando analisar baixos limites de detec¢éo (3 a 26 ng
g* de gordura) e de quantificacdo (9 a 86 ng g de gordura). O método foi aplicado
em 20 amostras de leite materno coletadas em diferentes regides do estado do Rio
Grande do Sul, Brasil, das quais todas apresentaram pelo menos um dos compostos
estudados. Com andlise por componentes principais dos resultados foi possivel
relacionar os agrotoxicos detectados com relacdo a cidade de origem das amostras
e numero de gestagfes da nutriz. Considerando que o leite materno é uma matriz
complexa, o método analitico foi eficaz para a determinagdo em nivel de traco de
POPs e agrotoxicos em leite materno, podendo ser aplicado em analise de
monitoramento da exposicdo humana a esses contaminantes.

Palavras chave: leite materno, POPs, agrotoxicos, GC-NCI-MS.
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DETERMINATION OF POPs AND PESTICIDES IN BREAST MILK BY GAS
CHROMATOGRAPHY-MASS SPECTROMETRY WITH NEGATIVE CHEMICAL
IONIZATION (GC-NCI-MS)

Author: Mariela de Souza Viera
Advisor: Prof. Dr. Renato Zanella
Santa Maria, March 31th, 2016

The Stockholm Convention was the first global attitude trying to preserve human
health and the environment of the indiscriminate use of persistent organic pollutants
(POPs), especially pesticides, which are characterized by being lipophilic and can
bioaccumulate in fatty tissues including breast milk. However, POPs represent only a
part of the chemicals with the potential for environmental pollution and human as new
substances are constantly being developed and released into the environment. In
this work, the sample preparation step was optimized based on the results of the
factorial design 3% varying solvents and sorbents. The method was validated for 54
compound using a mixture of hexane:acetone for extraction, clean-up by dispersible
solid phase extraction (d-SPE) using activated Florisil® and determination by gas
chromatography coupled to mass spectrometry using negative chemical ionization
(GC-NCI-MS). The matrix effect was compensated by the use of extracted analytical
curve. The validation of the method showed satisfactory results for linearity, accuracy
(recovery between 71.9 and 119.8%) and precision (RSD <29%). An evaporation
step of the extract concentrated the analytes enabling low detection (3 to 26 ng g™ of
fat) and quantitation (9 to 86 ng g™ of fat) limits. The method was applied to 20
samples of breast milk collected in different regions of Rio Grande do Sul state,
Brazil, all of which contained at least one of the studied compounds. With principal
component analysis of the results, it was possible to relate the pesticides detected in
relation to the city of origin of the samples and the number of nursing mother's
pregnancies. Considering that breast milk is a complex matrix, the analytical method
was effective for the determination of trace levels of POPs and pesticides in breast
milk and can be applied in monitoring analysis of human exposure to these
contaminants.

Keywords: breast milk, POPs, pesticides, GC-NCI-MS.
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1 INTRODUCAO

Os crescentes indices de producédo e produtividade do setor agricola estédo
aliados a aplicacdo de agrotoxicos em diversas culturas. Esses sao utilizados para
eliminar pragas e doencas, manter a qualidade e durabilidade dos alimentos. Apesar
dos agrotoxicos serem indispensaveis para 0 sistema agropecuario, muitos destes
compostos apresentam caracteristicas toxicas, tanto ao ambiente como a saude do
ser humano. Estes podem ser bioacumulados, mantendo-se por geracdes presentes
no ambiente, além da possibilidade de serem transportados a lugares remotos como
a regido polar, que de acordo com Programa de Avaliacdo e Monitoramento do
Artico (AMAP, 2010), encontraram resultados positivos de contaminacdo de
agrotoxicos nestas regioes.

Em funcdo desses fatos, muitos agrotdxicos estdo sendo banidos do
mercado. Por exemplo, a Convencdo de Estocolmo em 1972, teve como objetivo
implementar agdes que devem ser tomadas para a eliminagdo e substituicdo dos
poluentes organicos persistentes (POPs), bem como o0 monitoramento da
persisténcia desses no ambiente. Os POPs caracterizam-se por serem lipofilicos e
assim, irdo acumular-se, preferencialmente, nos tecidos adiposos dos animais. No
caso dos seres humanos podem acumular-se no leite materno, pois € uma matriz
com alto teor de gordura e a amamentacdo é uma forma de liberacdo destes
compostos do organismo. Segundo o Programa de Monitoramento Global (GMP, do
inglés Global Monitoring Program), criado pela Convencédo de Estocolmo, o leite
materno pode ser utilizado como um bioindicador na avaliagdo da eficacia da
eliminacao da producéo e uso de POPs.

Porém, os POPs constituem apenas uma parte dos produtos quimicos com
potencial de contaminacdo ambiental. Novas substancias estdo constantemente
sendo desenvolvidas e liberadas no ambiente. Nesse grupo podem ser incluidos,
novos agrotéxicos, como o0s piretréides que surgiram como uma alternativa aos
agrotoxicos com maior potencial téxico, como o DDT. Devido essa dindmica o
monitoramento de residuos ndo se deve restringir somente aos agrotoxicos
proibidos.

Alguns trabalhos recentes tém demonstrado a bioacumulacdo de POPs e

piretréides no leite materno. Assim, tornam-se necessarios constantes estudos e
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desenvolvimento de métodos para determinacdo multiclasse de residuos de
agrotoxicos em matrizes como o leite materno.

O objetivo desse trabalho foi o desenvolvimento, validacdo e aplicacdo em
amostras reais de um método analitico simples e eficaz para a determinacdo, em
nivel de traco de POPs e agrotéxicos, em leite materno. Um planejamento fatorial 3
foi aplicado para desenvolvimento do preparo de amostra empregando diferentes
solventes de extracdo e sorventes para a etapa de limpeza. A analise foi realizada
por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas com ionizacao
quimica negativa (GC-NCI-MS). O método desenvolvido foi aplicado em amostras de
leite materno coletadas no estado do Rio Grande do Sul, e as nutrizes doadoras
preencheram um questionario para caracterizacdo das amostras. Para correlacionar
0s agrotéxicos detectados com as caracteristicas das amostras foi utilizado a analise

por componentes principais.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LEITE MATERNO

O leite dos mamiferos apresenta composi¢cdes bioquimicas altamente
especificas, que estdo de acordo com adaptacdo do recém-nascido quanto as
necessidades fisiologicas de cada espécie. Nos seres humanos, o leite materno é
considerado o alimento mais adequado para o recém-nascido, pois esse demonstra
uma imaturidade no desenvolvimento das funcdes digestiva, metabdlica e excretora.
Esta imaturidade se traduz por multiplas deficiéncias enzimaticas que sédo supridas
pela ingestdo de leite materno (BORTOLOZO et al., 2004). O aleitamento materno,
também favorece o vinculo mée-filho facilitando o desenvolvimento emocional,
cognitivo e do sistema nervoso (UNICEF, 2007). A Organizacdo Mundial da Saude
(WHO, do inglés World Health Organization), recomenda aleitamento materno por
dois anos ou mais, sendo de forma exclusiva nos primeiros seis meses de vida.

A composicdo do leite materno varia com o passar dos meses de lactacéo.
Existem trés fases principais: a primeira é a producdo do colostro, seguida do leite
de transicao e finalmente o leite maduro ou definitivo. O colostro € uma secrecédo de
cor amarelada, devido ao seu alto teor de beta caroteno e destaca-se por suas
propriedades anti-infecciosas. Quando comparado ao leite maduro o colostro € mais
VisC0sO, pois possui concentracdes mais elevadas de proteinas, minerais e
vitaminas lipossoluveis (LANG, 1999). O leite de transicdo € o leite intermediario
entre o colostro e o leite maduro. Seu periodo de producdo ocorre em média entre o
sexto e décimo quinto dia apds o parto, podendo perdurar por todo primeiro més de
lactacdo. Ja o leite maduro é o leite definitivo que alimentara o recém-nascido por
pelo menos seis meses apdés o parto (LANG, 1999).

O leite materno contém de 3 a 5% de lipidios, cerca de 50% do valor caldrico
total é proveniente da gordura, que é fonte de colesterol, acidos graxos essenciais e
vitaminas lipossoluveis (SILVA et al., 2007). Também contém concentracbes de
aminoacidos essenciais de alto valor biolégico (cistina e taurina) que Ssao
fundamentais ao desenvolvimento do sistema nervoso central. Isso &
particularmente importante para o prematuro, que nao consegue sintetiza-los a partir

de outros aminoacidos por deficiéncia enzimatica (BORTOLOZO et al., 2004).
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2.2 AGROTOXICOS

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA,
2015), os agrotoxicos sdo produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou
biolégicos para uso no cultivo, armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, para alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da
acao de seres Vivos nocivos.

Os agrotoxicos podem ser classificados de diversas maneiras. Entre elas
destacam-se quanto ao seu modo de acdo no organismo alvo de acordo com o
ingrediente ativo como inseticidas, fungicidas, herbicidas, acaricidas e nematicidas
(natureza da praga combatida) e quanto aos efeitos que causa a saude humana
(toxicologia). Também podem ser classificados conforme sua classe quimica, sendo
0S mais importantes os organoclorados, piretréides, organofosforados, carbamatos,
clorofenoxi e triazinas (BAIRD, 2002; BARBOSA, 2004). Quanto a sua toxicologia o0s
agrotoxicos podem ser classificados em quatro classes e sdo diferenciados pelas
cores dos rotulos, facilitando sua identificacdo pelo usuéario, como descrito na Tabela
1 (ANVISA, 2005).

Tabela 1- Classificacdo dos agrotoxicos conforme a toxicologia.

Classificacéo Nivel de Toxicidade Cor DL 50 (mg kg™)
Classe | Extremamente toxico Vermelha 0-50
Classe Il Altamente toxico Amarela 50 - 500
Classe I Mediamente toxico Azul 500 - 5000
Classe IV Pouco toxico Verde > 5000

DL 50: Dosagem letal para 50% dos organismos.
Fonte: ANVISA, 2005.

Um dos primeiros agrotéxicos sintetizados foi o DDT, em 1939, um composto
organoclorado. Esse foi utilizado para prevencédo de tifo em soldados durante a
Segunda Guerra Mundial. Seu uso também foi empregado em programas de
controle de doencas como a malaria e a leishmaniose visceral (AMATO, TORRES &
MALM, 2002). Nesta mesma época outros compostos organoclorados foram
sintetizados como hexaclorociclohexano (HCH), aldrin, dieldrin, endrin e clordano.
Esses juntamente com o DDT foram amplamente utilizados no sistema agropecuario

como inseticidas por serem de baixo custo e muito eficazes.
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Em 1962, Rachel Carson publicou em seu livro “Primavera Silenciosa”, que o
amplo uso do DDT poderia ter impacto sobre a redugao populacional de diversas
aves. Neste mesmo livro a autora relata a persisténcia e possiveis consequéncias a
salude e ao ambiente do uso indiscriminado de compostos organoclorados. Essa
publicacdo pode ser considerada como uma das primeiras manifestacdes ecoldgicas
contra 0 uso extensivo e intensivo de agrotéxicos.

A partir dos anos 80 a comunidade cientifica se organiza, por meio de
programas como o Programa das Nacfes Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA) e
a Organizacao das Nacdes Unidas para a Agricultura e Alimentacao (FAO) apoiando
trés convencdes: Convencao de Basiléia, Convencdo de Roterda, e Convencédo de
Estocolmo (CE).

2.2.1 ConvencoOes adotadas, uso e exposi¢cao aos POPs

A convencédo da Basiléia, ocorrida em 1989, objetivou coibir o trafico ilegal e
previa a intensificagcdo da cooperacao internacional para a gestdo ambientalmente
adequada de residuos de agrotdxicos. Assim, seria possivel evitar que residuos
considerados perigosos ou mesmo rejeitos fossem exportados de paises
desenvolvidos para paises em desenvolvimento, na maioria das vezes como
descarte. Passou a vigorar em 5 de maio de 1992 (CONVENCAO DE BASILEIA,
2013). No Brasil a convencéao foi adotada pelo Decreto N° 875, de 19 de julho de
1993, e regulamentada pela Resolucdo CONAMA N° 452, de 02 de julho de 2012
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2013).

J4 a Convencdo de Roterdd, em 1998, teve como objetivo promover a
responsabilidade compartilhada e os esforcos coorporativos entre as Partes no
comeércio internacional de certas substancias quimicas perigosas, a fim de proteger
a saude humana e o ambiente contra potenciais danos, contribuindo assim para o
uso correto desses produtos. Entrou em vigor somente no ano de 2004, apds a
ratificacdo de mais de 50 paises (CONVENCAO DE ROTERDA, 2013). No Brasil a
Convencao de Roterda foi promulgada pelo decreto N° 5.360 de 31 de janeiro de
2005.

Em 1972 foi realizado o primeiro evento da Convencdo de Estocolmo,
conhecida como a primeira atitude mundial a tentar preservar a salde humana e o

ambiente do uso indiscriminado de agrotoxicos, principalmente os organoclorados.
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Esses foram classificados como POPs, pois permanecem inalterados no meio
ambiente, ocasionando bioacumulacdo em diferentes niveis troficos.

Em 2001, na Conferéncia de Plenipotenciarios, foi adotada a Convencéo de
Estocolmo para POPs. Essa entrou em vigor em 2004 (CONVENCAO DE
ESTOCOLMO, 2013) e ficaram estabelecidas a eliminacdo ou reducdo das
emissdes de 12 POPs, suporte a transicdo para alternativas mais seguras, foco em
novas acdes contra os POPs, limpeza de antigos estoques que contenham POPs e
realizacdo de trabalhos mundiais para um mundo livre de POPs. Com o passar dos
anos, outros compostos quimicos foram adicionados a lista, os chamados novos
POPs. Esta lista estd em constante ampliacdo, visto que uma das acdes da
Convencdo de Estocolmo € analisar novas propostas de produtos quimicos,
enviadas pela comunidade cientifica, que podem ser considerados POPs. O Comité
de Revisdo POPs avalia essas propostas e faz recomendacfes a Conferéncia. Os
POPs, bem como os produtos quimicos que estdo sob revisdo, estdo apresentados

na Tabela 2.

Tabela 2- Lista de POPs de acordo com a Convencéo de Estocolmo.

Composto Tipo/ Uso Recomendacdes CE
2001
Aldrin Agrotoxico Eliminagéo
Dieldrin Agrotoxico Eliminagéo
Endrin Agrotoxico Eliminagéo
Clordano Agrotoxico Eliminagéo
Heptacloro Agrotoéxico Eliminagéo
AQrotoxico Producéo néo intencional, continua
Hexaclorobenzeno (HCB) \9g ) reducdo e, sempre que possivel
industrial AL
eliminacéo
Mirex Agrotoxico Eliminagéo
Toxafeno Agrotoxico Eliminagéo
DDT Agrotoxico Producéo e uso com restricoes
Producéo nao intencional, continua
Bifenilas policloradas (PCB) Industrial reducédo e, sempre que possivel
eliminagéo
. . Producéo nao intencional, continua
Dioxinas Policloradas ~ .
(PCDD) Subproduto reducéo e, sempre que possivel

eliminacéo


http://chm.pops.int/TheConvention/ThePOPs/ListingofPOPs/tabid/2509/Default.aspx#LiveContent[Endrin]
http://chm.pops.int/TheConvention/ThePOPs/ListingofPOPs/tabid/2509/Default.aspx#LiveContent[Chlordane]
http://chm.pops.int/TheConvention/ThePOPs/ListingofPOPs/tabid/2509/Default.aspx#LiveContent[Heptachlor]
http://chm.pops.int/TheConvention/ThePOPs/ListingofPOPs/tabid/2509/Default.aspx#LiveContent[Hexachlorobenzene]
http://chm.pops.int/TheConvention/ThePOPs/ListingofPOPs/tabid/2509/Default.aspx#LiveContent[Mirex]
http://chm.pops.int/TheConvention/ThePOPs/ListingofPOPs/tabid/2509/Default.aspx#LiveContent[Toxaphene]
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Composto Tipo/ Uso Recomendacdes CE
Producéo nao intencional, continua
Furanos policlorados Subproduto reducao e, sempre que possivel
eliminagéo
2009
Clordecona Agrotoxico Eliminacéo
Lindano (y- HCH) Agrotoxico Eliminacéo
a-HCH Aé%rg;?ég:&: Eliminacao
B-HCH Ag%ﬁ,?ﬁﬁf Eliminacéo
Hexabromobifenila Industrial Eliminacéo
Tetra-BDE e Penta-BDE Industrial Eliminagéo
Hexa-BDE e Hepta-BDE Industrial Eliminacéo
PFOS e seus sais Industrial Producéo e uso com restricoes
PFOSF Industrial Producéo e uso com restricoes
Agrotéxico Producéo néo intencional, continua
Pentaclorobenzeno Industrial e reducdo e, sempre que possivel
Subproduto eliminacéo
2011
Endossulfam Agrotoxico Eliminagéo
2014
Hexabromociclododecano industrial Eliminaco
(HBCD)

2015 (As alteracdes foram recomendadas a Conferéncia, porém
estes compostos ndo formam incluidos na lista de POPs da CE)

Naftalenos clorados

Hexaclorobutadieno

Pentaclorofenol

Producgé&o néo intencional, continua

Industrial

Industrial

Agrotoéxico

reducédo e, sempre que possivel

eliminacéo
Eliminacéo

Eliminacéo

Compostos em revisdo

Deca-BDE

Parafinas cloradas de cadeia

curta

Dicofol

Acido Perfluorooctandico

(PFOA) e seus sais

Industrial
Industrial
Agrotoxico

Industrial

CE: Convencéo de Estocolmo.

Fonte: Stockholm Convention. Disponivel em: <http://chm.pops.int/> Acesso em: 15 dez. 2015.


http://chm.pops.int/TheConvention/ThePOPs/ListingofPOPs/tabid/2509/Default.aspx#LiveContent[chlordecone]
http://chm.pops.int/TheConvention/ThePOPs/ListingofPOPs/tabid/2509/Default.aspx#LiveContent[hexabromobiphenyl]
http://chm.pops.int/TheConvention/ThePOPs/ListingofPOPs/tabid/2509/Default.aspx#LiveContent[pentachlorobenzene]
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Os compostos estabelecidos como POPs pela Convencdo de Estocolmo é
uma pequena parte dos muitos produtos quimicos em uso comercial no mundo. Por
isso a convencao definiu como critérios para insercdo de novos POPs a persisténcia
no meio ambiente, potencial de transporte a longa distancia, bioacumulacdo e
toxicidade (CONVENCAO DE ESTOCOLMO, 2013).

Assim, foi definido que cada pais signatério deveria ter o seu Plano Nacional
de Implementacdo (NIP), o qual constaria as propostas para cumprir 0 acordo
estabelecido pela Convencdo de Estocolmo. A esse € incluso o monitoramento
ambiental e humano da presenca dos POPs (LAL et al., 2013).

No Brasil a Conferéncia Rio 92 abordou esse tema, e foi considerada um dos
eventos mais importantes do final do século 20. Foram tratadas questdes
ambientais, focando na contaminacdo pelos POPs propondo que esses produtos
fossem produzidos e utilizados de maneira a minimizar os danos a saude. Nesse
contexto foi langcado um documento sistematizado em um plano (Agenda 21) de
acbes com o objetivo de alcancar o desenvolvimento sustentavel mundial
(Conferéncia das Nacdes Unidas sobre o Meio Ambiente e Desenvolvimento, 1995).

Segundo o plano nacional de implementacdo (BRASIL, 2013), o Brasil ndo
produz nenhum dos POPs listados na Convencgao de Estocolmo, uma vez que esses
estdo sujeitos a proibicdo ou a restricdo expressas legalmente a producdo, a
comercializacdo e ao uso, desde 1985, por meio da Portaria MA n°® 329, de 2 de
setembro de 1985. Porém essa portaria prevé excecdes que permitem a utilizacao
destes como produto domissanitario em campanhas de saude publica, ou na
agricultura, em situagbes emergenciais.

Antes mesmo da portaria de 1985, em 1971, foram publicadas no Brasil duas
portarias do Ministério da Agricultura abordando o uso de organoclorados. Uma
Portaria proibiu a fabricagdo e comercializacdo de DDT e HBC para combate a
ectoparasitas em animais domésticos - Portaria n°® 356/71; e a outra Portaria proibiu
0 uso de organoclorados em pastagens - Portaria 357/71. Além dessas, na década
de 1970 o Ministério da Agricultura publicou a Portaria n°® 393/72, proibindo o uso de
organoclorados na cultura do fumo.

Dentre os POPs cabe destacar os PCBs. O uso desses compostos foi
regulamentado da década de 30 nos Estados Unidos em instalacdes elétricas. A
partir de entdo, foram desenvolvidas varias formulacbes de Oleos isolantes para

transformadores baseadas nos PCBs, devido a sua caracteristica de nao
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flamabilidade. As misturas contendo PCB possibilitam seu emprego em Varios
segmentos industriais, como fluidos dielétricos em capacitores e transformadores
elétricos, turbinas de transmissao de gas, fluidos hidraulicos, resinas plastificantes,
adesivos, sistemas de transferéncia de calor, aditivo antichama e lubrificantes. O uso
foi facilitado, pois sua formula é adaptavel a quase todos os polimeros, além de
possuirem baixo custo. Pequenas quantidades destes compostos podem ser
encontradas no ambiente decorrente de liberac6es que ocorreram no passado e da
sua formacéo nao intencional a partir de processos térmicos envolvendo matéria
organica e cloro, como resultado da combustdo incompleta ou rea¢des quimicas
(LEEUWEN, BAVEL & BOER, 2013). A exposigao cronica dos seres humanos aos
PCBs pode resultar em alteracdes hepaticas, imunolégicas, oculares, dérmicas e na
tireoide; efeitos neuro-comportamentais, reducdo do peso ao nascer, toxicidade
reprodutiva e aumento na incidéncia de tumores (CROES et al., 2012).

Os POPs constituem apenas uma parte dos produtos quimicos com potencial
de contaminacdo ambiental. Novas substancias estdo constantemente sendo
desenvolvidas e liberadas no ambiente, os chamados contaminantes "emergentes”,
nesse grupo podem ser incluidos, novos agrotoxicos, farrmacos, produtos de
cuidados pessoais, medicamentos veterinarios, entre outros (COK et al., 2012).

No inicio dos anos 80 surgiram os inseticidas do grupo dos piretréides, como
uma alternativa aos agrotdéxicos com maior potencial téxico, como o DDT.
Acreditava-se que aqueles apresentavam baixa toxicidade aguda em mamiferos,
que ndo se acumulariam nos tecidos adiposos e nao seriam persistentes no
ambiente (ALONSO et al., 2012).

Historicamente, a preocupacdo a exposicado dos piretrdides restringia-se aos
organismos aquaticos, principalmente aos artrépodes e peixes, devido ao elevado
grau de toxicidade, mesmo em baixas concentragcdes (MANACA et al., 2011). Para
alguns pesquisadores os piretroides sdo considerados seguros, pois sao convertidos
em metabolitos ndo-téxicos, tal como acido fenoxibenzoéico. Apesar de ndo serem
bioacumulados nos seres humanos, eles possuem potenciais téxicos de curta
duracdo nos sistemas bioldgicos, e podem deixar consequéncias permanentes no
organismo (FEO et al., 2012). Estudos recentes relatam o potencial cancerigeno,
neurotdxico, e danoso ao sistema reprodutivo em mamiferos, podendo atingir,
também, a tireoide devido a semelhanca estrutural com o horménio tireoidiano. No

caso das mulheres essa alteracdo no periodo gestacional pode provocar deficiéncia
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do sistema neurolégico do feto. Trabalhos recentes tém mostrado a presenca de
piretréides no leite materno, com niveis de até 1200 ug kg™ de gordura (ZHANG et
al., 2013).

2.3 RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM LEITE MATERNO

O ser humano pode ser contaminado por diferentes compostos quimicos.
Muitos destes contaminantes possuem propriedades lipofilicas demonstrando a
tendéncia a bioacumulacdo que é o processo através do qual 0s seres Vivos
absorvem e retém substancias quimicas no seu organismo. Essa contaminacao
pode ser de forma direta, através do ambiente que os envolve (bioconcentracao), e
indiretamente, por meio da cadeia alimentar (biomagnificagdo). A medida que se
sobe no nivel tréfico a concentracdo destes compostos aumenta, pois além dos
compostos que o0 organismo ja absorveu de forma direta, concentra o0s
contaminantes que provém da alimentacdo (BURATINI & BRANDELLI, 2006).

Os agrotoxicos, normalmente se acumulam nos tecidos adiposos, € no caso
das mulheres a amamentacéo é uma forma de excretar estes compostos (SCHANTZ
et al.,, 2013). Por isso o leite materno é considerado uma matriz importante para
avaliar a exposicao do ser humano aos agrotéxicos, pois apresenta teor de lipidio
cerca de 10 vezes maior que sangue humano, por exemplo, e a coleta ndo se da de
forma invasiva (SCHANTZ et al., 2013).

Como ja visto no item 2.2 na Convencdo de Estocolmo foram definidas
propostas para eliminagao ou redugcao de POP’s e a fim de monitora-las foi criado
um Programa de Monitoramento Global (GMP, do inglés Global Monitoring
Program). A avaliacdo da eficacia na eliminacdo da producdo e uso de POPs
consiste em analisar trés matrizes: leite materno ou sangue humano, e &agua
(apenas para acido sulfénico perfluoroctano, PFOS, do inglés perfluorooctane
sulfonate). No caso do leite materno as amostras seguem 0s seguintes critérios de
selecéo, definidos pelo GMP (MALISCH & FIEDLER, 2012): as nutrizes devem ser
primiparas, ter menos de 30 anos, saudaveis, exclusivamente amamentando uma
crianga (ou seja, ndo gémeos), que residem na mesma area ha cerca de cinco anos
e a coleta das amostras deve ser realizada de 3 a 8 semanas apds o parto.

No inicio do monitoramento global nos anos de 1987-1989 e 1992-1993, as

amostras eram coletadas principalmente Europa e América do Norte, para a analise
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de PCB, PCDD e PCDF. Em 2000-2003, o monitoramento abrangeu os dozes POPs
listados na CE. Nos anos de 2004-2007 e 2008-2012, a WHO e PNUMA
colaboraram para a realizagcdo do monitoramento global, e nestas rodadas foram
ampliadas as regifes de estudo a fim de fornecer resultados representativos para
todas as regibes do globo. O Brasil participou de uma rodada entre 2000-2003
(UNEP, 2013).

Os resultados apresentados pelo monitoramento global (UNEP, 2013),
relatam que os niveis mais elevados de DDT foram encontrados em paises tropicais
e subtropicais. Esse resultado pode estar relacionado ao uso de DDT na prevencgao
da maléria nestas regifes. Para outros compostos como aldrin, dieldrin, mirex e
toxafeno, resultados das analises em leite materno demonstram que estes estédo
praticamente eliminados do meio ambiente. Além disso, foi observado que os paises
que participaram em mais de uma rodada do monitoramento global, os niveis de
PCBs diminuiram de forma constante ao longo de 2000-2012. No Brasil os
resultados do monitoramento realizado em 2000 demostraram que o nivel de
dioxinas e furanos foi o terceiro menor do entre os paises participantes (FERREIRA,
KRAUSS & BRAGA, 2012).

Outra preocupacao da GMP foi formar e qualificar laboratérios para realizacdo
da analise de POPs. Primeiramente foi realizado um estudo entre os laboratorios
participantes para avaliar a capacitacdo desses. A primeira fase do estudo foi
realizada na Asia e no Pacifico, em 2009/2010, e a segunda fase na Africa e
América Latina. Um dado importante apresentado nesses trabalhos € que o
composto toxafeno ndo foi incluido na lista de analitos avaliados devido as
condicBes técnicas de alguns laboratérios, pois € composto por uma mistura
contendo diversos congéneres de terpenos biciclicos policlorados (LEEUWEN,
BAVEL & BOER, 2013).

Ainda, outros estudos foram realizados em diversas regides do mundo, como
0 monitoramento realizado em Mogcambique. Essa regido foi conhecida por
apresentar casos frequentes de malaria, e, por isso, ocorreram diversas campanhas
para a aplicacdo de DDT nas residéncias. Por essa razdo, Manaca e colaboradores
(2011) realizaram coletas de leite materno no periodo de 2002 a 2006 em éareas
rurais de Mocambique para investigar a presenca de compostos de DDT. Um
significativo aumento das concentracdes de 4,4-DDT e seu principal metabdlito 4,4-

DDE foi observado em 2002 (entre 2,4 e 0,9 pg L™, respectivamente) e em 2006 (7,3
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e 2,6 pug L™, respectivamente). Também foram observadas diferencas entre as
concentragdes de DDT e compostos relacionados no leite materno de acordo com o
namero de filhos, sendo as maiores concentracées encontradas em leites maternos
de nutrizes primiparas.

Na india uma pesquisa realizada por Bedi e colaboradores (2013), em uma
regido agricola, determinou em leite materno residuos y- e B-HCH (97,9 ug kg%
101,7 pg kg?), p p-DDD (239,8 ug kg ), p p’-DDE (1574,1 ug kg™), p p’-DDT (100,3
ug kg?) e endrin (90,7 pg kgl). Neste mesmo estudo também foi detectada a
presenca de endossulfam, cipermetrina e clorpirifés.

Conforme publicado por Cerrilloa et al. (2005), a Espanha era o principal
consumidor de endossulfam na Unido Europeia. Esse estudo analisou a presenca de
endossulfam e seus metabdlitos em tecido adiposo, sangue e leite de mulheres em
idade reprodutiva e sangue de criangas. Como resultados, as concentragcdes mais
elevadas de endossulfam alfa e beta foram encontradas no tecido adiposo, com
valor médio (alfa + beta) de 17,72 pug kg™ de gordura, seguida por amostras de leite
humano com um valor médio (alfa + beta), de 11,38 pg L™ de leite. Com isso pode-
se observar que o endossulfam é um composto lipofilico, e sua eliminacdo pode
ocorrer por meio da amamentagcdo. Por consequéncia desse, e outros estudos, 0
endossulfam passou a fazer parte dos POPs em 2011.

Na literatura estd descrito que os piretréides sdo convertidos em metabdlitos
nao téxicos em mamiferos. No entanto, alguns trabalhos recentes tém demonstrado
a bioacumulacdo no leite materno coletado em areas onde os piretréides tém sido
amplamente utilizados tanto para atividades agricolas como no controle da maléria.
No trabalho desenvolvido por Corcellas e colaboradores (2012) foi avaliada a
presenca de 13 piretréides em amostras de leite materno provenientes do Brasil,
Colébmbia e Espanha. Como resultados, foram determinadas concentracdes que
variaram de 1,45 até 24,2 ng g* de gordura. Compostos como a cipermetrina,
cialotrina-lambda, permetrina, esfenvalerato e fenvalerato estavam presentes em
todas as amostras estudadas. A frequéncia de ocorréncia piretrdides variou de
acordo com o pais de origem da amostra: no Brasil o composto mais abundante foi a
bifentrina, na Colémbia a cialotrina-lambda e na Espanha a permetrina.

Luzardo e colaboradores (2013) avaliaram 57 contaminantes em leite materno

(colostro e leite maduro) coletadas na Espanha, detectaram em todas as amostras
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resultados positivos para hexaclorobenzeno, p,p'-DDE, PCB 138, PCB 153, PCB
180, fenantreno, fluoranteno e pireno, além de outros contaminantes.

Em vista disso torna-se necessario uma avaliacdo cada vez mais frequente
dos agrotoxicos em matrizes como o leite materno, e uma etapa fundamental para a
determinacdo dos compostos é o preparo das amostras. Os métodos de extracédo
vém evoluido a medida que se busca métodos mais robustos e aplicaveis a rotina
laboratorial para a determinacédo de diferentes classes de residuos de agrotoxicos,

gue preferencialmente devem ter capacidade de reduzir os interferentes da matriz.

2.4 METODOS DE PREPARO DE AMOSTRAS DE LEITE MATERNO PARA
ANALISE CROMATOGRAFICA

Os métodos de preparo de amostras apresentados na literatura sédo baseados
na extracdo liquido-liquido empregando diferentes solventes, tais como hexano,
acetona, acetado de etila e acetonitrila, bem como a combinacdo entre eles. A
limpeza deve ser eficiente, pois 0 extrato da matriz pode interferir na anélise, sendo
frequentemente utilizado a extragdo em fase sdlida dispersiva (d-SPE), extragdo em
fase sdlida (SPE), cromatografia em coluna cromatografica e cromatografia com
permeacdo em gel (GPC).

O método oficial AOAC 970.52 (AOAC, 2007) para determinar residuos de
agrotoxicos em leite baseia-se em 100 mL leite extraido com 100 mL alcool etilico ou
metanol, e 1 g de oxalato de sb6dio ou potédssio. Adiciona-se 50 mL de éter de
petréleo e agita-se por 1 min. Esse processo € realizado por duas vezes. Apls a
mistura é centrifugada por 5 min a 1500 rpm e a fase aquosa € extraida mais duas
vezes com 50 mL de éter de petréleo. Esses extratos sdo misturados e secos em
coluna de MgSO,.

De acordo com o guia elaborado por Malisch & Fiedler (2012) que descreve
as diretrizes para organizagdo, amostragem e analise de amostras de leite materno
para o GMP, a analise de POPs basicos (aldrin, clordado, DDT, dieldrin, endrin,
heptaclor, hexaclorobenzeno, mirex, PCBs -28, 52, 101, 138, 153, 180- e toxafeno)
segue as seguintes etapas: homogeneizacdo da amostra, seguida da centrifugacao
e separacdo da fase aquosa. A fase precipitada € misturada com sulfato de sédio,
extraida com hexano, filtrada e evaporada resultando num extrato de lipidios. Uma

aliquota de 0,5 g é dissolvida em ciclo-hexano: acetato de etila (1:1, v/v) e 0s
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padrdes internos sdo adicionados. A primeira etapa de limpeza é realizada com GPC
e eluicdo com ciclo-hexano: acetato de etila (1:1, v/v), seguida da evaporacao do
extrato e redissolucdo em iso-octano. A Ultima etapa de limpeza consiste em
cromatografia em coluna com silica gel ativada e eluicdo com tolueno.

Mesquita (2001) e Azeredo e colaboradores (2008) utilizaram 1 mL de
amostra sendo colocadas em banho-maria de 37 °C por 20 min. A amostra
adicionou-se 10 mL da mistura acetato de etila/metanol/acetona nas proporcdes de
1:2:2 (v/v). A mistura é submetida a vortex por 1 min e apos 20 min de ultrassom, na
sequéncia foi centrifugada por 15 min a aproximadamente 2000 rpm e a fase
organica foi adicionada 10 mL de agua e realizada a limpeza do extrato com SPE
em cartucho de C18.

Estudos realizados por Ennaceur e colaboradores (2008), a fim de determinar
PCBs, DDT e HCH, empregaram de 2 a 10 mL de leite materno que foram extraidos
trés vezes com 20 mL de n-hexano, 5 mL de acetonitrila e 1 mL de etanol. O extrato
foi filtrado com sulfato de sddio anidro e evaporou-se para 5 mL. Uma aliquota de 1
mL foi utilizada para determinar o teor de gordura por método gravimétrico. O
restante do extrato foi purificado em uma coluna cromatografica de 40 cm x 0,5 cm
de diametro interno. Essa estava preenchida com 2 g de Florisil® e 1 g de sulfato de
sodio anidro. O extrato foi eluido com uma mistura de 30 mL de diclorometano e n-
hexano (1:9; v/v). Na sequéncia o extrato purificado foi evaporado em um sistema
Kuderna-Danish até 0,5 mL e analisado por GC-ECD.

Colles e colaboradores (2008) procederam a extragdao com 25 mL de leite
materno, sendo 0os compostos extraidos com uma mistura de 100 mL n-hexano e
acetona (1:2, v/v). Ao extrato foi adicionada uma solucdo aquosa de 100 mL de
sulfato de sodio anidro 2% (m/v). Ap6s agitacdo e decantacdo a fase organica foi
evaporada em sistema Kuderna-Danish até um volume de 3 mL, e ap6s evaporado
até a secura com fluxo suave de nitrogénio. Nesse trabalho teve-se como objetivo
determinar dieldrin, heptacloro, clordano, DDT, HCB, HCH e PCBs.

O método desenvolvido por CRUZ e colaboradores (2003) baseou-se na
adicdo de 0,5 mL de metanol ao leite materno, antes da extracdo. Na sequéncia foi
realizada a extracdo dos compostos duas vezes, com uma mistura de 5 mL de n-
hexano e acetona (90:10, v/v), seguido da agitagcdo em vortex por 1 min. Apés a
amostra foi centrifugada e o extrato foi transferido para um cartucho de SPE com

Florisil® e 1 cm de sulfato de sédio anidro. A eluico foi realizada com dois eluentes
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distintos, sendo o primeiro 6 mL de n-hexano e o segundo com 6 mL de n-hexano-
diclorometano (5:1, v/v). O extrato foi concentrado para 1 mL e analisado por GC-
ECD.

Mueller e colaboradores (2008) propuseram um método para a determinagao
de HCBs, HCHs, heptacloro, dieldrin, DDE e DDT. Para isso, utilizaram 100 g de
amostra de leite humano para a analise. As proteinas foram desnaturadas com a
adicdo de oxalato de potassio. Na sequéncia os compostos foram extraidos por
extracao liquido-liquido, utilizando uma mistura de acetona: hexano (2:1, v/v), sendo
extraidas trés vezes consecutivas. As fases organicas foram combinadas e secas
com sulfato de sodio anidro. O extrato foi dissolvido em hexano e submetido a
cromatografia de permeacdo em gel (GPC). Na etapa de limpeza do extrato para
remover o residual de lipidios, fez-se uso de uma coluna com Florisil®. Apés o
extrato foi evaporado até a secura e analisado por GC-MS.

Squella e colaboradores (2013) fizeram uso da extracéo liquido-liquido para
guantificar os compostos HCH, heptacloro, clordano, DDT e seus metabolitos. Uma
aliquota de 2 mL de leite materno e 15 mL de hexano: acetona (2:1, v/v), agitando a
mistura por 2 min. A fase aquosa foi extraida novamente com 15 mL de uma solugéo
2% de sulfato de sodio e 10 mL de hexano, apOs foi agitada por 1 min e a fase
organica foi adicionada ao resto do extrato. Posteriormente filtrou-se com sulfato de
sodio anidro. O extrato foi concentrado até a secura. Esse foi redissolvido em 1 mL
de hexano e 0,5 mL de acido sulfurico concentrado, sendo essa mistura agitada por
alguns segundos e apoés centrifugada. A fase superior contendo o hexano foi
submetida para analise por GC-ECD e confirmada por GC-MS.

Luzardo e colaboradores (2013) aplicou uma variacdo do método QUEChERS
para a determinacdo de 57 compostos incluindo organoclorados, HPAs e PCBs.
Foram utilizados 5 mL de leite materno diluidos em 5 mL de agua ultrapura seguida
da extracdo com 10 mL de acetonitrila saturada em hexano e agitagao por 10 min.
Posteriormente foi adicionado 4 g de MgSQO,, 1 g de NacCl, 0,5 g de citrato dissddico
e 1 g de citrato trissodico, agitagdo por 1 min e centrifugacdo a 5000 rpm (20 °C) por
5 min. A fase precipitada foi re-extraida com 5 mL de acetonitrila saturada com
hexano. A etapa de limpeza foi realizada com a fase da acetonitrila por d-SPE com
0,9 g de MgSO,4 e 0,5 g do sorvente PSA (amina primaria secundaria, do inglés
primary secondary amine). O extrato foi filtrado, evaporado e reconstituido em ciclo

hexano.
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O trabalho desenvolvido por Chen e colaboradores (2014) fez uso da extracao
liguido-liquido com acetonitrila e hexano, seguida de uma etapa de congelamento
para precipitacdo da fase lipidica. A limpeza foi realizada com PSA e Na,SO,
seguida da extracdo em fase solida com carbono grafitizado (GCB, do inglés
graphitized carbon black) e PSA. As analises foram realizadas por GC-MS/MS, para
determinacdo de 25 compostos pertencentes as classes dos organoclorados,
organofosforados e piretroides.

A grande dificuldade nesse tipo de analise € extrair 0s compostos com o
minimo de coextrativos da matriz, principalmente os lipidios. Os métodos disponiveis
na literatura utilizam a combinacao de solventes, diferentes tipos de limpeza além de
etapas de evaporacdo da amostra para obter um fator de enriquecimento dos

analitos, ja que os niveis encontrados na maioria das vezes sdo da ordem de ng g™*.

2.5 METODOS CROMATOGRAFICOS

Na cromatografia a gas os componentes de uma amostra volateis ou
volatilizaveis e termicamente estaveis sdo separados em decorréncia das interacdes
entre a fase estacionaria (solida ou liquida) e a fase movel (gasosa). Assim, uma
amostra é eluida por meio de um fluxo de uma fase mével de géas inerte, sendo que
a separacdo dos compostos se baseia na eluicdo dos analitos através do tempo de
retencdo. Essa técnica facilita o uso de pequenas quantidades de amostra, que pode
se tornar limitante em algumas analises (COLLINS, BRAGA & BONATO, 2006).

Em GC o sistema de deteccdo deve apresentar: sensibilidade adequada; boa
estabilidade e reprodutibilidade; resposta linear para os analitos; ampla faixa de
temperatura, desde ambiente até pelo menos 400 °C; tempo de resposta curto
independente da vazao. Dentre os detectores mais comumente empregados em GC
séo os classicos (detector de ionizagdo de chama, detector de condutividade térmica
e detector por captura de elétrons) e detectores de massa (HOLLER, SKOOG &
CROUCH, 2009).

Os detectores de massas podem acoplado a um cromatégrafo, combinam as
vantagens da cromatografia como alta seletividade e eficiéncia de separac¢do, com
as vantagens da espectrometria de massas, como a obtencdo de informacao
estrutural, massa molar e aumento adicional da seletividade (CHIARADIA, COLLINS
& JARDIM, 2008).
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2.5.1 Analisadores de massas

As amostras para serem analisadas por espectrometria de massas devem ser
puras, pois a fragmentagdo as vezes dificulta a interpretacdo de espectros de
misturas. A GC constitui uma forma ideal de introduzir misturas ou amostras
complexas, jA que seus componentes sdo separados antes da entrada do detector
de massas (CHIARADIA, COLLINS & JARDIM, 2008). A combinacdo de GC com
espectrometria de massas é relativamente simples, com o uso de colunas capilares
é possivel conectar a saida da coluna diretamente na fonte do espectrometro. Além
disso, a amostra ao sair do cromatégrafo esta na forma de vapor, e a entrada deve
ser interfaceada entre a pressdo atmosférica do sistema de GC e o alto vacuo do
espectrometro de massas (HOLLER, SKOOG & CROUCH, 2009).

Nos detectores de espectrometria de massas as moléculas de uma amostra
entram em uma fonte de ionizacdo que ioniza essas moléculas. As fontes
empregadas com maior frequéncia sdo ionizacdo por elétrons (El) e ionizacdo
quimica (Cl) (WATSON & SPARKMAN, 2011). Em El o analito de interesse, em fase
gasosa, é ionizado pelo bombardeamento com um feixe de elétrons energéticos
(geralmente a 70 eV) que sédo emitidos de um filamento de tungsténio ou rénio
aguecidos e acelerados. As fontes de El produzem altas correntes de ions, que
proporcionam boas sensibilidades. O analito é ionizado pela remoc¢cao de um Unico
elétron, esse processo requer, normalmente, 10 eV e o restante da energia gera a
fragmentacdo dos analitos podendo produzir uma fragmentacdo extensiva. A
fragmentacao extensiva pode resultar em vantagens e desvantagens. Um grande
namero de picos pode ser vantajoso do ponto de vista de tornar inequivoca a
identificacdo dos analitos. Porém quando provoca o desaparecimento do pico do ion
molecular caracteriza-se uma desvantagem, jA que a massa molecular do analito
ndo pode ser facilmente estabelecida (HOFFMANN & STROOBANT, 2007;
WATSON & SPARKMAN, 2011).

A ionizagdo quimica ocorre de forma mais branda que EI, aumentando a
producdo de ion molecular e reduzindo as fragmentacdes associadas com a
ionizacao por elétrons, resultando, para algumas classes de compostos, 0 aumento
da sensibilidade analitica. Os atomos gasosos da amostra sédo ionizados por colisdo
com ions produzidos por bombardeamento eletronico de um excesso de gas
reagente (WATSON & SPARKMAN, 2011). Um dos gases reagente mais comum é o
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metano, que reage com elétrons de alta energia para produzir varios ions, como
CH,", CH3" e CH,". Os dois primeiros predominam, e representam cerca de 90% dos
produtos da reacdo. Esses ions reagem rapidamente com as moléculas de metano
gue sao adicionadas na fonte de ionizacdo. A pressdo do gas na fonte deve ser
relativamente elevada, permitindo que as colisbes ocorram frequentemente. A
ionizacao quimica com ions negativos (NCI, do inglés negative chemical ionization) é
utilizada para a determinacao de analitos que contém atomos muito eletronegativos,
pois formam anions muito estaveis, gerando grupos especificos de fragmentos de
alta intensidade (HOLLER, SKOOG & CROUCH, 2009). Em NCI ocorre uma
ionizacdo mais seletiva para compostos que apresentam grupos capturadores de
elétrons consequentemente menos interferentes da matriz sdo ionizados, como por
exemplo, os acidos graxos. Para amostras de leite materno o GMP recomenda a
utilizacéo de ioniza¢do quimica negativa para compostos com mais de 6 cloros, além
disso, esse modo de ionizacdo vem sendo relatado para analise de compostos
pertencentes aos grupos organoclorados, organofosforados e piretroides (UNEP,
2011; PORTOLES et al., 2012; CHERTA et al., 2013; DEME et al., 2014).

Depois de ionizados os ions passam para o analisador de massas, que podem
ser do tipo de setor magnético, dupla focalizacdo, armadilha de ions, quadrupolo e
analisadores de alta resolucdo como o de tempo de voo. No analisador os ions séo
selecionados conforme suas razfes massa/carga (m/z), e entdo sdo detectados e
representados na forma de um grafico pelo sistema de dados (HOLLER, SKOOG &
CROUCH, 2009).

2.5.1.1 Analisadores de massas tipo quadrupolo

O quadrupolo consiste de quatro barras cilindricas e paralelas que atuam
como eletrodos. Os pares opostos das barras estdo conectados eletronicamente,
sendo um par ligado ao lado positivo e outro par ligado ao terminal negativo. Nesses
se aplicam uma corrente continua do tipo corrente direta e um potencial de radio
frequéncia alternante. Em um valor especifico de voltagem ions de uma determinada
razao m/z atravessam o quadrupolo descrevendo uma trajetéria estavel. Os demais
ions atingem as barras e sdo convertidos em moléculas neutras. A trajetoria dos
ions € complexa, mas simplificadamente seguem uma trajetéria helicoidal, como
mostra a Figura 1 (HOFFMANN & STROOBANT, 2007).
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Figura 1- Esquema de um analisador quadrupolar.
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Fonte: Adaptado de HOFFMANN & STROOBANT (2007).

Esse instrumento é mais compacto, de menor custo, e mais robusto que a
maioria dos outros tipos de analisadores. Apresenta altas velocidades de varredura
e boa linearidade (WATSON & SPARKMAN, 2011). Os analisadores quadrupolares
podem estar configurados de forma sequencial (triplo quadrupolo), chamados de
espectrometria de massas sequencial (MS-MS). Essa configuracdo permite
obtencdo de um espectro de massas de ions pré-selecionados e fragmentados.

Os triplos quadrupolos sao constituidos por trés quadrupolos em série, sendo
gue o segundo quadrupolo (Q2) ndo é utilizado para separar ions de mesma razao
m/z, mas sim como cela de colisdo, na qual ocorre a fragmentacdo dos ions
selecionados no primeiro quadrupolo (Q1), geralmente por dissociacdo induzida por
colisdo, e também é empregado como direcionador dos ions produzidos ao terceiro
quadrupolo (Q3) (CHIARADIA, COLLINS & JARDIM, 2008; HOLLER, SKOOG &
CROUCH, 2009). A principal vantagem de um analisador do tipo triplo quadrupolo,
em relacdo a um quadrupolo simples é o aumento da relagdo sinal/ruido, visto que
no primeiro selecionam-se somente os ions caracteristicos do analito de interesse.
Por isso torna-se mais seletivo e sensivel, podendo obter melhores limites de
quantificacdo para os compostos de interesse (WATSON & SPARKMAN, 2011).

Os detectores por espectrometria de massas apresentam diversos modos de
varreduras para a obtencdo dos espectros, independentemente do tipo de
equipamento. Entre os principais pode-se destacar: modo de varredura “Full Scan”,

monitoramento de ion selecionado (SIM, do inglés selected ion monitoring) e o
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monitoramento de reacdo selecionada (SRM, do inglés selected reaction monitoring)
(GROSS, 2004; HARRIS, 2008).

a) Full Scan: Neste modo de varredura analisa-se todas as massas do seu
espectro de operacao ou dentro de uma faixa determinada de m/z (GROSS, 2004).
Esse modo é mais usual quando se dispde de um unico quadrupolo, mas quando se
tem um sistema MS-MS pode-se utilizad-lo quando somente o Q1 realiza a varredura
completa da amostra em uma faixa ampla de m/z, durante a corrida cromatografica.
Neste caso 0 Q2 e o Q3 funcionam como lentes, transmitindo os ions para o
detector. Nesse modo de varredura pode-se identificar ions caracteristicos dos
analitos, por meio de andlise de solu¢des individuais dos padrdes. O cromatograma
nessa condi¢do é conhecido como cromatograma de ion total (TIC, do inglés total
ion chromatogram) (STASHENKO & MARTINEZ, 2010; GROSS, 2004).

b) SIM: nesse modo de operagcdo o0 espectrometro faz a separagdao de
somente um Unico ion a ser monitorado ou varios ions caracteristicos dos analitos
alvo de interesse, que estao presentes em uma mistura complexa, o que aumenta a
sensibilidade uma vez que os ions correspondentes ao ruido sdo ejetados sem
chegar ao detector. Neste caso o0 Q2 e 0 Q3 servem somente para transmitir os ions
filtrados no Q1 (STASHENKO & MARTINEZ, 2010; GROSS, 2004).

c) SRM: o espectrébmetro é programado de forma que dois ou mais ions sao
separados e estes ions sdo fragmentados novamente (MS/MS). Esse modo de
operacédo requer uma instrumentacao do tipo triplo quadrupolo. Uma mistura de ions
entra no primeiro quadrupolo (Q1), que deixa passar somente uma determinada
razdo m/z para o segundo quadrupolo Q2. Em Q2 a célula de colisdo induzida é
preenchida com N2 ou Ar, o ion precursor selecionado em Q1 colide com o N, ou Ar
com energia suficiente para se quebrar em outros fragmentos. O quadrupolo Q3
seleciona apenas um tipo de ion resultante para passar para o detector (HARRIS,
2008). E extremamente (til quando a separacio cromatografica ndo é completa com
sobreposi¢cdes de picos no mesmo tempo de retengdo (CHIARADIA; COLLINS &
JARDIM, 2008; STASHENKO & MARTINEZ, 2010).

2.6 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Para uma consistente analise de experimentos € necessario um plano

experimental, que siga os principios basicos da experimentacdo. O planejamento
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experimental consiste na realizacdo de experimentos com diferentes combinacdes
de niveis para mais de uma variavel, tornando possivel conhecer o sistema de
maneira abrangente e avaliar as interacdes entre variaveis que possuem influéncia
significativa sobre as diferentes respostas de interesse (TEOFILO & FERREIRA,
2006). Ao realizar experimentos devemos fazer uso de réplicas, para minimizar o
erro experimental, pois quando a média de uma amostra € usada para estimar o
efeito de uma variavel no experimento permite-se a obtencdo de uma medida mais
precisa. Os métodos estatisticos requerem que as observacdes, ou 0s erros, sejam
variaveis aleatorias distribuidas independentemente (NETO, SCARMINIO & BRUNS,
2010).

Os planejamentos experimentais dividem-se em planejamentos de triagem e
modelagem. Os planejamentos de triagem podem ser classificados como: fatorial,
fatorial fracionario e Plackett Burman. Esses possuem como objetivo selecionar as
variaveis significativas, podendo ser empregado tanto para varidveis quantitativas
guanto para qualitativas (BORGES et al., 2015). Com poucos fatores € viavel utilizar
planejamentos fatoriais completos, onde as interacdes entre as variaveis (interacdes
principais) e de segunda ordem podem ser obtidas. Esse € de extrema importancia
para a compreensdo do comportamento do sistema. As variaveis que ndo foram
selecionadas devem ser fixadas durante todo o experimento (BORGES et al., 2015).

No planejamento fatorial 3 tem-se k fatores avaliados em 3 niveis denotados
por baixo (-1), médio (0) e alto (+1). Ele pode ser utilizado para obter uma curvatura
em funcdo da resposta, uma vez que o modelo de regressdo possui termo
quadratico, quando as variaveis sdo quantitativas. J& quando as variaveis forem
qualitativas os efeitos e interacdes estatisticamente importantes podem ser
visualizados pelos gréficos de Pareto ou de interagcdes (CALADO & MONTGOMERY,
2003).

2.7 VALIDACAO DE METODOS CROMATOGRAFICOS

A validacdo de um meétodo € o processo que envolve uma série de
experimentos planejados que irdo caracterizar o método desenvolvido, fornecendo
evidéncias da adequacédo da analise garantindo resultados confidveis (ZANELLA et
al., 2015). No Brasil existem documentos normativos para a validacdo de método,

como os desenvolvidos pelo Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e
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Qualidade Industrial (INMETRO), através do DOQ-CGCRE-08 de julho de 2011 e o
Guia para a Qualidade em Quimica Analitica de 2003, elaborado pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), tais documentos sugerem as diretrizes a
serem seguidas. Os 0rgaos internacionais também dispéem de guias como a Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada - IUPAC (THOMPSON; ELLISON &
WOOD, 2002) e SANTE (2015).

As principais caracteristicas de desempenho envolvidas no processo de
validacdo de métodos analiticos sdo: efeito matriz; seletividade; exatidao; precisao;
limite de deteccéo e limite de quantificagdo e precisédo intermediaria e linearidade e
curva analitica, apresentados na Tabela 3.

Tabela 3- Parametros de validacao

Parametros Descri¢ao

Os componentes da matriz contidos nos extratos podem influenciar na
Efeito Matriz guantificacdo dos analitos de interesse, gerando desvios nos resultados.
Caracteriza-se por alteragGes na resposta analitica.

Verificacdo se o método proposto é seletivo, pode-se comparar a resposta
analitica de uma andlise da matriz isenta dos analitos (matriz branco), com a
analise de uma matriz onde é adicionado os analitos de interesse (amostra
fortificada).

Seletividade

Linearidade e

L Descrito no item 2.7.1
curva analitica

O grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados em um

Exatidao . . a . .
determinado ensaio e o valor de referéncia aceito como verdadeiro.
Precisio A precisdo de um método analitico representa a dispersdo dos resultados
entre ensaios diferentes, repetidos de uma mesma amostra.
qul;:nmtlif‘?c:;o Men.or~ nivel dg Nfortifi‘calgéo em que ’o analitg pode ser quantificado com
(LOQ) exatiddo e precisdo aceitdvel em um método validado.
Limite de detec¢do | Para a andlise em nivel de tracos, é recomendado adotar o LOD 3,33 vezes
(LOD) menor que o valor de LOQ.
Refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma amostra, amostras idénticas ou
Precisdo padrdes, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratdrio, mas definindo

Intermediaria exatamente quais as condig¢des a variar. Esta medida de precisdo representa a
variabilidade dos resultados em um laboratério.
Fonte: ARAUJO (2009); ANVISA (2003); INMETRO (2011); SANTE (2015); ZANELLA et al. (2015)

2.7.1 Linearidade e curva analitica

Em um processo analitico normalmente a concentragdo de determinados
compostos em uma amostra é determinada de forma indireta, a partir de medidas de

grandezas como absor¢do ou emissdo de luz, condutividade ou area. Entdo para
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obter o valor da concentragdo é necesséario encontrar uma fungdo que relacione
essas medidas, denominada de curva analitica sendo este passo de extrema
importancia para a obtencdo de resultados precisos e com boa exatidao.
(PIMENTEL & NETO, 1996; BAZILIO et al., 2012).

Ao construir uma curva analitica tem-se como objetivo que ela passe o0 mais
proximo possivel dos pontos experimentais. Logo, a linearidade refere-se a relagao
entre a quantidade de uma solucdo padrdo introduzida no instrumento e a
guantidade calculada a partir da curva de analitica, a qual relaciona a resposta
instrumental e a concentracdo (ROZET et al., 2007). A curva analitica é calculada
pelo método de ajuste por minimos quadrados, conhecida como regresséao linear,
em que se estabelece uma relacdo linear entre uma variavel aleatéria y e uma
variavel ndo aleatdéria x e pode ser descrita como na Equacdo 1 (NETO,
SCARMINIO & BRUNS, 2010):

y=ax+b (1)

Onde:

y: € o0 sinal analitico de determinado analito, normalmente expresso em unidade de
area;

a. coeficiente de inclinagdo da curva analitica;

b: coeficiente de intercepcdo da curva analitica;

X: concentracdo do analito na faixa linear avaliada.

A maioria dos equipamentos de medicdo existentes estabelece a sua faixa
dinamica linear. E necessario, entretanto, verificar até que ponto a faixa de
concentracdo do analito coincide com a faixa dinamica linear e assegurar que
nenhum outro fenbmeno tenha impacto indesejavel na resposta (INMETRO, 2011).
Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003) e o Instituto
Nacional de Metrologia (INMETRO, 2011) recomendam valores de coeficiente de
determinacao (r?) iguais ou superiores a 0,99 e 0,90, respectivamente.

Para definir adequadamente a faixa linear na relagéo entre a concentracao e
a resposta é necessario o uso de um numero suficiente de solugcbes analiticas
(BRITO et al.,, 2003). A ANVISA (2003) especifica um minimo de cinco niveis de
concentracdo. Para o INMETRO (2011) a faixa de trabalho deve cobrir a faixa de

aplicacéo para a qual o ensaio vai ser usado e apresentar, de preferéncia, mais que
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seis pontos de calibracdo. Cabe ressaltar que as concentracbes das amostras
devem, sempre que possivel, se situar no centro da faixa de trabalho.

2.7.1.1 Avaliacao da presenca de valores extremos

O teste de Grubbs pode ser utilizado para avaliar a presenca de valores
extremos em observacdes amostrais, verificando discrepancia pela média do
conjunto de dados. Quando identificado a existéncia de valores andémalos nas
extremidades do conjunto, esses podem ser excluidos, pois valores extremos podem
ser considerados como manifestacdes da variabilidade aleatoria inerente aos dados.
Para identificar valores extremos em uma curva analitica, ndo se pode avaliar
diretamente a resposta para cada ponto da curva devido a ampla faixa de
observacdes, uma vez que resultaria na exclusdo dos menores e maiores pontos da
curva analitica. Por isso, para excluir possiveis valores extremos deve-se avaliar 0s
valores residuais de cada ponto, pois esses valores sdo de mesma grandeza
numeérica, como apresentado na Equacdo 2 (GUARIEIRO et al., 2008; CHUI,
BARROS & SILVA, 2009; Software Action, 2014):

[2i— 2Xm |

G. = (2)

S
Onde:
G.: € o valor de Grubbs calculado;
Xi: € observacdo amostral (valor residual);
Xm: € a média residual,

S: é 0 desvio padréo residual.

Se o valor de G¢ for maior que o valor de Grubbs tabelado (no determinado
nivel significancia), o valor é considerado anémalo. Deve-se observar que 0 maximo
de 22,2% de dados pode ser excluidos e para uma curva analitica deve-se preservar

pelos menos uma réplica em cada ponto (BAZILIO et al., 2012).

2.7.1.2 Avaliacdo da falta de ajuste da curva analitica

A analise dos residuos é fundamental para que possamos avaliar a qualidade

do ajuste de qualquer modelo. Os residuos devem ser pequenos, pois se um modelo
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deixa residuos consideraveis, significa que ele ndo consegue representar
satisfatoriamente o conjunto de dados. O método mais utilizado para se avaliar
numericamente a qualidade de ajuste de um modelo é a andlise de variancia
(ARAUJO, 2009).

As observacdes repetidas no mesmo ponto x devem se distribuir
simetricamente, com desvios positivos e negativos na mesma proporgao. A variancia
dos erros ao longo da faixa linear estudada deve obedecer a hipotese de
homocedasticidade, ou seja, essas variancias devem ser homogéneas. Como 0s
erros se distribuem normalmente pode-se utilizar a distribuicdo de Student, e as
médias quadraticas para testar a significaAncia do modelo (NETO, SCARMINIO &
BRUNS, 2010).

Quando o experimento € realizado com réplicas, pode-se obter uma
estimativa do erro aleatdrio. Com essa estimativa tem-se um critério quantitativo
para avaliar se 0 modelo escolhido € uma boa representacdo das observacgoes.
Assim, € possivel calcular as somas e médias quadraticas do modelo para cada
analito conforme Tabela 4 (NETO, SCARMINIO & BRUNS, 2010).

Tabela 4- Andlise da variancia para o ajuste de um modelo, pelo método dos
minimos quadrados.

N° de graus

Fonte de Variagdo Soma quadratica Média quadrética

de liberdade
m N
~ ~ —\2 SQR
Regresséo SQr = 0= p—1 MQr =—— 1
i P
} _\2
Residuos SQ, = Z Z(yij - yl) n—p MQ, = n _r
i P
m N SQ
Falta de ajuste SQfqj = Z Z(ﬁ —¥)? m-—p MQyfaj = m ia;
i J
m N
\2 SQ
Erro puro SQep = Z Z(}’ij ~ %) n—m MQep = n _efn
i J
m

Total SQr = 22(%]- -5 n—1
i

i

n;= nimero de repeti¢cdes do nivel i;

m= ndmero de niveis distintos da variavel independente;
n= Y. n;= nimero total de observacdes;

p= ndmero de pardmetros do modelo.

Fonte: NETO, SCARMINIO & BRUNS (2010).
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A falta de ajuste do modelo linear e a significancia da regressao podem ser
avaliadas por meio do teste F. A falta de ajuste pode ser verificada comparando a
meédia quadratica da falta de ajuste com a média quadratica devida ao erro puro, ou
seja, se valor da razdo entre MQ,/MQgp for maior que o valor de F tabelado de
acordo com os graus de liberdade e o nivel de significancia pretendido, é
evidenciado que o modelo linear apresenta falta de ajuste. Apos a eliminacdo da
falta de ajuste do modelo, verifica-se a significancia da regressdo, comparando a
razao MQgr/MQ, com o valor apropriado de F tabelado. A relagc&o linear entre as
duas varidveis é estatisticamente significativa quando a razdo entra as médias
apresentar valor maior do que o valor tabelado para F indicaré a existéncia de uma

relacdo linear entre as duas variaveis (PIMENTEL & NETO, 1996).

2.8 ANALISE MULTIVARIADA

Para avaliacdo estatistica das informacdes, principalmente quando as
relacfes existentes entre as variaveis ndo sao facilmente compreendidas, a analise
multivariada pode ser utilizada. Se o objetivo € verificar o reconhecimento de
padrbes, analise exploratéria de dados, a classificacdo de amostras ou obter a
relacdo de similaridade entre as amostras, destacam-se métodos de andlise de
componentes principais (PCA, do inglés principal component analysis) e analise por
agrupamento hierarquico. J4 quando o objetivo € estimar a concentracdo de uma ou
mais espécies é necessario construir um modelo de calibragdo, sendo os métodos
mais utilizados incluem as regressées em componentes principais e por quadrados
minimos parciais, 0 algoritmo genético, as redes neurais artificiais e 0s minimos
guadrados parciais ndo lineares (NETO, SCARMINIO & BRUNS, 2006).

A analise de componentes principais, € uma ferramenta quimiométrica
classificada como uma analise exploratoria ou ndo supervisionada, normalmente
utilizada com o objetivo de visualizar a estrutura dos dados, encontrar similaridade
entre amostras, detectar amostras anbémalas e reduzir a dimensionalidade do
conjunto de dados. A PCA é considerada um meétodo fatorial, pois a reducdo do
namero de variaveis € realizada pela construcdo de novas variaveis ortogonais,
obtidas pela combinacdo linear das variaveis inicias, por meio dos fatores,
transformando um conjunto original de variaveis em componentes principais (CP) de

dimensdes equivalentes. As componentes principais sao organizadas em ordem



40

decrescente de importancia, ou seja, a primeira componente aponta a direcao de
maior variacdo dos dados, a segunda, que € ortogonal a primeira, aponta outra
direcdo que descreve a maior variacao restante dos dados e assim por diante. Os
graficos obtidos sdo apresentados em um sistema cartesiano onde 0S eixos
correspondem as componentes principais (SOUZA & POPPI, 2012; BALLABIO,
2015).

Matematicamente, na PCA, a matriz X é decomposta em um produto de duas
matrizes, denominadas escores (T) e pesos (P), mais uma matriz de erros (E), como

mostrado na Equagéo 3:

X=T.PT+E 3)

Os escores representam as coordenadas das amostras no sistema de eixos
formados pelas componentes principais. A avaliacdo dos pesos permite entender
quais variaveis mais contribuem para os agrupamentos observados no grafico dos
escores. Através da andlise conjunta do grafico de escores e pesos, € possivel
verificar quais variaveis sdo responsaveis pelas diferencas observadas entre as
amostras. O uso desses algoritmos tem como objetivo principal aumentar a
compreensao do conjunto de dados, examinando a presenca ou a auséncia de
agrupamentos naturais entre as amostras (SOUZA & POPPI, 2012).

Uma etapa importante antes da realizacdo da PCA é o pré-processamento
dos dados, pois os dados originais podem nao ter uma distribuicdo adequada para a
analise, apresentando magnitudes e unidades distintas, ndo podendo estes valores
ser combinados e por isso € necessario realizar um pré-processamento dos dados.
Os métodos mais utilizados consistem basicamente em centrar os dados na média,
onde é calculada a média dos valores experimentais para cada variavel e subtrai-se
cada valor experimental do respectivo valor médio; e auto escalar os dados que
significa centrar os dados na média e dividi-los pelo respectivo desvio padréo, sendo
um para cada variavel (LYRA, et al. 2010; FERREIRA et al., 1999).

Na area da quimica a PCA possui 0 uso bastante disseminado, porém ela
pode ser empregada em outras areas como € o caso do trabalho apresentado por
SILVA, SILVA & BORGES (2015), que utilizaram PCA para avaliar politicas publicas
por meio de um indice de desempenho social com base nas variaveis funcdes
sociais per capita. ROSARIO, KIPPER & FERRAO (2012), também utilizaram a PCA
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para avaliar a satisfagdo de clientes identificando comportamentos similares entre os
clientes, facilitado a implementacdo de novas diretrizes para melhorar a relacéo

cliente — empresa.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 INSTRUMENTACAO

A instrumentacdo utilizada para o desenvolvimento deste trabalho segue
descrita abaixo:
> Sistema GC-MS/MS Varian (EUA) equipado com:

- Cromatégrafo a gas CP 3800;

- Detector de massas triplo quadrupolo (TQ) 1200-MS;

- Amostrador automético CP 8400;

- Injetor 1079 com Programacéo de Temperatura de Vaporizagao - PTV,

- Sistema de aquisicdo de dados através do Software MS Workstation 6.6
(Varian, EUA);

- Coluna capilar VF-5 (5% fenil, 95% dimetilpolisiloxano), com 30 m de
comprimento x 0,25 mm de d.i. e 0,25 ym de espessura de filme (Agilent
Tecnologies, EUA).

Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Direct UV3® (Millipore, EUA);
Balanca analitica de precisdo AUW-220D (Shimadzu, Japéo);

Balanca analitica de precisdo UX 420H (Shimadzu, Jap&o);
Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha);

Agitador Vortex - Biomixer Modelo QL-901 (Microtécnica, Brasil);

YV V V V V V

Centrifuga refrigerada modelo NT 825, com rotacdo maxima de 3500 rpm -
(Novatécnica, Brasil);

> Evaporador Turbovap® LV (Biotage, Alemanha);

3.2 MATERIAIS, REAGENTES, SOLVENTES E GASES

Para a execucéao desse trabalho utilizaram-se os seguintes materiais:
» Tubos de polipropileno de fundo conico, com tampas de rosquear, capacidade de
50 e 15 mL;
» Frascos de vidro (vial), capacidade de 2,0 mL;
» Insert de vidro, capacidade de 200 uL;
» Vidraria comum de laboratorio.

Foram utilizados também os seguintes materiais, reagentes e solventes:
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» Octadecilsilano (C18) com tamanho de particulas de 40 uym — Bondesil (Agilent
Tecnologies, EUA);
> Florisil® 60-100 mesh (Mallinckrodt, EUA)
> Bond Elut QUEChERS EMR—Lipid dSPE EMR-Lipid® (Agilent, EUA);
> Bond Elut QUEChERS EMR—Lipid Final Polish® (Agilent, EUA);
» Sulfato de magnésio anidro (J.T. Baker, Japao);
» Cloreto de sddio (J.T. Baker, EUA);
» Hexano (Caledon, Canadd);
» Acido férmico (Sigma Aldrich, Brasil);
» Acetona (Tedia, EUA)
» Acetonitrila grau HPLC (J. T. Baker, EUA);
» Acetato de etila (Mallinckrodt, EUA);
> Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q Direct 3UV (resistividade de 18,2
MQ cm).
Os gases utilizados na evaporacdo da amostra e no sistema cromatografico
foram:
» Hélio 99,9997% de pureza (Air Products, Brasil);
» Argonio 99,9992% de pureza (Air Liquid, Brasil).
» Metano 99,995% de pureza (Air Liquid, Brasil).
» Nitrogénio comum 99,99% de pureza (Air Liquid, Brasil);

3.3 PADROES ANALITICOS

Os compostos avaliados neste estudo foram adquiridos como padrées
analiticos sélidos com alto grau de pureza (91,5%-99,5%). Os PCBs foram
adquiridos em solucdo na concentragcdo de 10 mg L™, ambos fornecidos pela
empresa Dr. Ehrenstorfer GmbH (Alemanha). Esses foram mantidos em freezer, em

temperatura proxima a -18 °C.
3.3.1 Compostos selecionados para o estudo
A escolha dos analitos foi baseada na lista de POPs e em outros compostos

amplamente utilizados. Entre os POPs estdo os PCBs que é o nome genérico dado

a classe de compostos organoclorados, resultante da reacdo do grupo bifenila com
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cloro, essas moléculas podem apresentar diversas substituicbes possiveis que
variariam de 1 a 10 a&tomos de cloro podendo ser obtidos até 209 congéneres
(PENTEADO & VAZ, 2001). A GMP recomenda o monitoramento de pelo menos
sete congéneres: PCB-28, 52, 101, 118, 138, 153 e 180 (UNEP, 2011; XU, WANG &
CAl, 2013). Os compostos analisados, bem como as informagdes da pureza, grupo
quimico, classe e formula molecular estdo apresentados na Tabela 5 e as formulas

estruturais no Apéndice 1.

Tabela 5- Relacdo dos compostos estudados, analisados por GC-NCI-MS, modo de
aquisicdo SIM, com informacdes da pureza, grupo quimico, classe e férmula
molecular.

Composto Pureza (%) Grupo quimico Classe Formula molecular
2,4 DDD 97,5 Organoclorado Al C14H10Cly

2,4 DDE 99 Organoclorado A/l C14HgCl,

4,4 DDD 99,5 Organoclorado A/l C14H1oCly
Aldrin 97 Organoclorado I C1,HgClg
Azoxistrobina 99 Estrobilurina F CyoH17N3O05
Bifentrina 99,5 Piretroide All C,3H2,CIF;0,
Bioaletrina 91,5 Piretréide I C19H»603
Bromofos etilico 98,5 Organofosforado A/ | C,oH12BrCl,O5sPS
Bromofés metilico 99,5 Organofosforado  F CgHgBrCl,0O3:PS
Cialotrina lambda 98,5 Piretréide | Ca3H19CIF3NO;
Ciflutrina 98 Piretréide I CxH15ClLFNO;
Cipermetrina 92 Piretréide All C,,H1sCILNO4
Clordano 99,5 Organoclorado [ C10HeClg
Clorpirifgs etilico 99,5 Organofosforado A/ I/ N CyH1,CIsNO5PS
Clorpirifés metilico 97 Organofosforado | C,H,CI;NOsPS
Cresoxim metilico 98 Estrobilurina F C1sH1sNO,
DDT 99 Organoclorado Al C14HoCl5
Deltametrina 99 Piretréide I CxH1gBroNO;3
Dicofol 96,5 Organoclorado A C14HoClsO
Dieldrim 97,5 Organoclorado I C1,HgClsO
Endossulfam alfa 96 Organoclorado All CoHsClsO3S
Endossulfam beta 98 Organoclorado A/l CoHeClgO3S
Endossulfam sulfato 99,5 Organoclorado A/l CoHeClgO4S
Endrim 99,5 Organoclorado I C1,HsClgO
Epoxiconazol 99 Triazol F C,7H13CIFNZO
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Composto Pureza (%) Grupo quimico Classe Fo6rmula molecular
Esfenvalerato 98 Piretréide I C.5H,,CINO;
Fempropatrina 99,5 Piretréide Al C,,H23NO3
Fenitrotiona 97,5 Organofosforado | CoH12NOsPS
Fenvalerato 98 Piretroide All C,5H,,CINO;
Fipronil 97,5 Pirazol Al C2H4ClFsN,OS
HCH alfa 97,5 Organoclorado R/ 1 CsHsClg

HCH beta 98,4 Organoclorado I CesHeClg

HCH gama 98,5 Organoclorado AR CsHsCls
Heptacloro 98,5 Organoclorado I CoHsCl;
Heptacloro epdxido 99 Organoclorado C10HsCI;O
Hexaclorobenzeno 99,5 Organoclorado CeClg
Malationa 99 Organofosforado A/ | C1oH1906PS>
Miclobutanil 99,5 Triazol F C15H17CINg
Mirex 99 Organoclorado [ C10Cly2
Oxifluorfem 98 Eter difenilico H C1sH11CIFsNO,
Parationa etilica 99 Organofosforado A C1oH14NOsPS
Pendimetalina 98,8 Dinitroanilina H C13H19N30,
Permetrina 94 Piretréide Al C,1H5Cl,04
Procimidona 98 Dicarboximida F C.3H11CILNO,
Propiconazol 97,5 Triazol F C15H17Cl,N30,
Protiofos 94 Organofosforado | C11H1sClLOLPS,
Quintozeno 96 Cloroaromatico F CsCIsNO,
Teflutrina 98 Piretréide I C,7H1.CIF;0,
Tetradifona 98,5 Clorodifenilsulfona A C12HsCl4,0,S
Transflutrina 99 Piretréide I C.5H1,ClLF,0,
Trifluralina 97,5 Dinitroanilina H Ci3H16F3N350,
Trifluralina d14 (PI) 99,1 Dinitroanilina Pl C14H3D14F3N,0,
PCB 101 * Organoclorado In/SP C1,HsCls

PCB 118 * Organoclorado In/SP C1,HsCls

PCB 138 * Organoclorado In/SP C12H.Clg

PCB 149 * Organoclorado In/SP C12H.Clg

PCB 153 * Organoclorado In/SP C1,H.Clg

PCB 170 * Organoclorado In/SP C.,HsCl

PCB 18 * Organoclorado In/SP C2H-Cl;

PCB 180 * Organoclorado In/SP C.,HsCl

PCB 194 * Organoclorado In/SP C.,H,Clg
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Composto Pureza (%) Grupo quimico Classe Fo6rmula molecular
PCB 209 * Organoclorado In/SP C1,Clyg

PCB 28 * Organoclorado In/SP C.2H-Cl;

PCB 31 * Organoclorado In/SP C12H-Cl3

PCB 44 * Organoclorado In/SP C12HeCly

PCB 52 * Organoclorado In/SP C1,HsCly

A: acaricida; I: inseticida; In: industrial; F: fungicida; H: herbicida; N: nematicida; Pl: padréo interno;
PC: padréo de controle; R: rodenticida; RC: regulador de crescimento; SP: subproduto.

* Os PCBs foram obtidos em solug&o na concentragéo de 10 mg L™,

Fonte: PPDB: Pesticide Properties DataBase. Disponivel em:
<http://sitem.herts.ac.uk/aeru/ppdb/en/atoz.htm> Acesso em: 16 dez. 2015.

3.3.1.1 Preparo das solucdes analiticas

As solucdes analiticas foram preparadas a partir de padrdes sélidos levando-
se em consideracao a pureza dos mesmos. Primeiramente preparou-se uma solucéo
estoque de cada analito na concentracdo de 1000 mg L™ em tolueno. A partir das
solugdes individuais preparou-se uma mistura contendo todos 0os compostos em
uma concentracdo de 10 mg L™ (exceto para os PCBs, que foram adquiridos em
solucéo de isoctano na concentracdo de 10 mg L™). Essas solucées foram utilizadas
para o preparo de novas solugdes na concentracdo de 1 mg L™, e a partir dessa
foram realizados os ensaios de fortificacéo (5, 10, 25 e 50 pg L™) e preparo da curva
analitica (5, 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300 ug L™).

3.3.1.2 Escolha do padrao interno e padrao de controle

Para a escolha dos padrdes interno e de controle procurou-se analitos que
tivessem caracteristicas fisico-quimicas similares aos analitos estudados e que
estariam ausentes nas amostras.

Como padréo de controle fez-se uso do bromofés etilico. Esse foi utilizada para
avaliar o procedimento de extracdo, ndo sendo necessario seu uso como corretor de
recuperacdo para nenhum dos analitos estudados. O bromofos etilico foi adicionado
em todas as amostras de leite materno antes da extracdo, resultando na
concentracdo de 50 pg L™ no extrato final. A trifluralina deuterada (d-14) foi
escolhida como padrdo interno, para verificar as variacdes do sinal analitico no

instrumento, ndo sendo utilizada a sua resposta para os célculos de recuperagéo.
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Esta foi adicionada ao final da etapa de preparo da amostra diretamente no vial

antes da injecdo cromatografica, resultando em uma concentragéo de 50 ug L™

3.4 AMOSTRAS BRANCO

Devido a dificuldade de coletar amostras de leite materno para a realizagédo
dos testes e validacédo, foi utilizado a férmula infantii em p6 para lactantes, com
indicacdo de 0-6 meses, adquiridas em comércio local. A formula infantil é indicada
como alimento alternativo para lactantes que nao dispdem do leite materno. Essas
sdo produzidas a partir do leite bovino, porém com suas propriedades modificadas
para facilitar a digestdo do lactante e geralmente enriquecidos com 0s nutrientes
necessarios para cada fase do crescimento. A distribuicdo calérica da férmula
infantil, de acordo com o fabricante, é de 8% de proteinas, 48% de carboidratos e
44% de lipidios. A composicao nutricional do leite materno e a formula infantil para

lactantes estdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6- Comparacao da composicao nutricional do leite materno maduro e formula
infantil para lactantes.

Formula infantil

Leite materno o
reconstituida

Energia (kcal/100 mL) 70 66
Proteinas (g/100 mL) 1,1 1,3
Caseina (% total de proteinas) 20 40
Seroproteinas (% total de proteinas) 80 60
Lipidios (g/100 mL) 4,5 3,5
Prebioticos (g/100 mL) - 0,8

Fonte: REGO (2006); Informacdes obtidas da embalagem da formula infantil para lactantes.

A reconstituicdo da formula infantil para lactantes procedeu-se de acordo com
a indicacdo do fabricante, 4,6 g da formula infantil para 30 mL de agua. Para a
realizagdo dos testes, apds a reconstituicdo, a solucao foi homogeneizada em banho

de ultrassom por 10 min.



48

3.5 ESCOLHA DO METODO DE EXTRACAO E LIMPEZA PARA ANALISE DE
AGROTOXICOS EM LEITE MATERNO

A primeira parte deste trabalho foi desenvolvida para alguns compostos
pertencentes aos POPs sendo eles: 2,4 DDE, aldrin, DDT, dieldrin, endossulfam
alfa, endossulfam beta, endossulfam sulfato, endrin, HCH alfa, HCH beta, HCH
gama, heptacloro, hexaclorobenzeno e mirex, desenvolvido por FERRONATO
(2014). Os experimentos foram baseados no méetodo QUEChERS, em que se variou
0s solventes de extracdo e sorventes. Os solventes utilizados para os testes foram
acetonitrila e uma mistura de hexano: etanol (4:1, v/v), uma vez que a acetonitrila é o
solvente mais tradicional no método QUEChERS e a mistura citada foi empregada
por varios autores para a extracdo de compostos lipofilicos em leite, bem como os
sorventes utilizados na etapa de limpeza: MgSO,4, ZSep®, C18, PSA, silica e NH;
(aminopropil). O método validado segue o seguinte procedimento: em uma aliquota
de 6 mL de leite materno foi adicionado 50 pL de uma solucdo de agua: acido
férmico (1:1, v/v) e extraida com 6 mL de acetonitrila sob agitacdo por um minuto em
vortex. A etapa de particao foi realizada com a adicéo de sais (2,4 g MgSO, e 0,6 g
NaCl) seguida de agitacdo por um minuto e posterior centrifugacdo a 2510 g por 8
min a 5 °C. Uma aliquota de 4 mL do sobrenadante foi retirada para a etapa de
limpeza dispersiva utilizando 600 mg de MgSO,4 e 200 mg de C18. Agitou-se por 1
min e centrifugou-se por 10 min a 1590 g na temperatura de 5 °C. O extrato foi
filtrado e desse coletou-se 2 mL que foram submetidos a etapa de evaporacdo em
fluxo suave de nitrogénio por 30 min a 60 °C. O extrato foi redissolvido em 200 pL de
acetonitrila e analisado por GC-NCI-MS.

Para fins de aumentar o nimero de analitos e diversificar 0os grupos quimicos,
novos experimentos foram realizados para promover a extracdo de agrotéxicos em
leite materno utilizando diferentes solventes de extracdo e sorventes utilizados na
etapa de limpeza do extrato. Os solventes de extragcdo foram a acetona: hexano
(1:1, v/v), acetato de etila e acetonitrila, e os sorventes C18, Florisil® e EMR-Lipid®
(do inglés Enhanced Matrix Removal-Lipid).

O Florisil® foi ativado conforme descrito por Ramos e colaboradores (1997),
aguecendo em mufla por 12 h a 550 °C, apds deixando em dessecador por 12

horas. Na sequéncia foi aquecido em estufa por mais 5 h a 130 °C. Apds chegar em
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temperatura ambiente em dessecador, foi adicionado 8% de &gua ultrapura e
homogeneizado em mesa agitadora por 30 min.

O EMR-Lipid® é um sorvente que foi disponibilizado em 2015 pela empresa
Agilent Technologies com o objetivo de remover seletivamente os lipidios em
matrizes complexas. Existem protocolos de utilizacdo deste novo sorvente em
amostras de abacate, salméo e figado bovino, com teores de lipidios de 21%, 27% e
4% respectivamente, apresentando excelentes resultados de recuperacéo e limpeza
do extrato (AGILENT, 2015a). De acordo com esses protocolos, o EMR-Lipid® pode
ser ativado com &gua, proporcionando um melhor contato entre o extrato da amostra
e 0 sorvente. A ativagdo é realizada com a adicdo de 5 mL de &gua ultrapura e
agitado em vortex por aproximadamente 30 s. ApOs essa etapa é adicionado 5 mL
do extrato da amostra e agitado por um minuto, e esse é centrifugado. Como foi
adicionado agua ultrapura para a ativacdo EMR-Lipid®, o extrato tem que passar
pela a fase de polimento (Polish®) que é composto por MgSO,4 e NaCl na proporcéo
de 1:4 (m/m), para a remocdo da fase aquosa. No Polish® é adicionado todo o
volume de extrato resultante do EMR-Lipid®, agitado rapidamente por um min e
centrifugado (AGILENT, 2015b).

3.5.1 Planejamento experimental

Para avaliar a influéncia das variaveis solventes de extracdo e sorventes
utilizados na limpeza do extrato foi realizado um planejamento fatorial 3% a partir da
configuracdo randdémica gerada pelo software Statistica 7.0, resultando em 9
combinac¢des distintas. As variaveis e 0s niveis estdo apresentados na Tabela 7, e

os experimentos foram realizados em duplicata, totalizando 18 andlises.

Tabela 7- Variaveis avaliadas pelo planejamento fatorial 3% para otimizar o preparo
de amostra.

Niveis
Variavel
-1 0 1
Solvente de extragdo  Acetona: Hexano Acetato de etila Acetonitrila
Limpeza Florisil® c18 EMR-Lipid®

Os testes do planejamento fatorial foram realizados com 6 mL de formula

infantil para lactantes reconstituida seguida da extracdo com 6 mL de solvente. A
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particdo ocorreu com a adicdo de 2,4 g MgSO, e 0,6 g de NaCl. A limpeza foi
realizada com 600 mg de MgSO, e 200 mg de Florisil® ou C18. Para os testes com o
EMR-Lipid® foram utilizados 800 mg desse e 1,6 g do Polish®. Uma aliquota de 2 mL

‘Seguiu para a avaliacdo dos coextrativos e outra para analise cromatogréfica.
3.5.2 Avaliacdo dos coextrativos ap6s a etapa de limpeza

A eficiéncia da limpeza do extrato foi avaliada quantitativamente através do
volume de coextrativos resultante de cada processo do preparo de amostra. Para
isso 0 volume de 2 mL dos extratos foi evaporado até a secura antes e apés a
limpeza em Evaporador Turbovap® LV, por 30 minutos a 60 °C. A remocdo de
coextrativos foi calculada de acordo com a diferenca em massa de coextrativos
antes e depois do processo de limpeza (SAPOZHNIKOVA & LEHOTAY , 2013), de
acordo com a Equacgéo 4.

%Coextrativos = % x 100 (4)

a

Onde:
Ca: massa dos coextrativos antes da limpeza.

Cq: massa dos coextrativos depois da limpeza.

3.6 VALIDACAO DO METODO PARA DETERMINACAO DE POPS E
AGROTOXICOS EM LEITE MATERNO

Os parametros avaliados na etapa de validacdo do método analitico estao

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8- Parametros de validacdo de método e critérios de aceitacao.

Parametros Procedimento realizado Critérios de aceitagao

InjecGes de curva preparada em solvente (tolueno) e curva
analitica extraida, comparando-se a inclinagdo das curvas

analiticas. Para que o efeito
a matriz seja
Efeito Matriz EM% = (—e - 1) x 100 12 5€)
ag considerado
Onde: desprezivel EM% <
a.: inclinagdo da curva analitica extraida; 20%

a.: inclinagdo da curva analitica preparada no solvente.
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Parametros Procedimento realizado Critérios de aceitagao
Verificagdo da
. . existéncia de
Injetaram-se extratos de amostras branco, isentas dos . ,
. ) picos/ions no mesmo
Seletividade analitos em estudo e um branco reagente com os solventes

e reagentes, sem a presenga da amostra.

tempo de retencao
gue o analito.

Linearidade e
curva analitica

As curvas preparadas em branco da matriz fortificada em
duplicata, nas concentragdes 5, 10, 25, 50,75, 100, 150,
200, 250 e 300 pg L™)

Exclusdo de valores extremos por meio de teste de Grubbs,
com nivel de significancia de 95%.

Andlise da variancia:
Significancia da
regressao avaliada por
meio do teste F.

Foi realizado 4 niveis de fortificacdo (5, 10, 25 e 50 pug L™).
Para cada nivel de fortificagdo foram feitas 6 réplicas.

C
Rec% = c_l x 100

Exatiddo > Rec. entre 70-120%
Onde:
C,: concentracdo do analito na amostra fortificada;
C,: concentracdo do analito adicionado na fortificacao
Cada nivel de fortificacao foi extraido 6 réplicas, sendo
injetada no equipamento uma vez cada replica.
DP
Precisdo RSD% = o * 100 RSD <20 %
Onde:
DP: Desvio Padrao;
CMD: Concentracao Média Determinada.
Limite de . . .o e 1 o
quantificacio Foi reahzad? 4 niveis d.e‘fortlflcagao (5, .10, 25 ’e 59 pgL™). Rec. entre 70 — 120% e
(LOQ) Para cada nivel de fortificagdo foram feitas 6 réplicas. RSD% <20%
Limite ?e LOQ
detecgao LOD = -
(LOD) 3,33
Precisio Foram repetidos os ensaios de exatiddo e precisdo, para os : Rec. entre 70 — 120% e

Intermediaria

niveis de fortificacdo de 25 e 50 ug L™, com diferentes
analistas, lotes de hexano e MgSQO,.

RSD% < 20%.

Fonte: ARAUJO (2009); ANVISA (2003); INMETRO (2011); SANTE (2015); ZANELLA et al. (2015).

3.7 COLETA DAS AMOSTRAS REAIS

As amostras de leite materno foram coletadas em diversos pontos do estado

do Rio Grande do Sul, apresentados na Tabela 9. As coletas foram realizadas no

segundo semestre do ano de 2013 e primeiro semestre de 2014 seguindo alguns

critérios estabelecidos pela WHO (WHO, 2007). Estas foram armazenadas em

frascos de vidro, previamente esterilizados, mantidas resfriadas até chegar ao

laboratério e apds conservadas em freezer a -20°C até a data da analise. Cabe
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ressaltar que foi realizado contato com diversas cidades do estado, porém a maioria
nao demostrou interesse em participar da pesquisa.

Tabela 9- Pontos de coleta de amostra de leite materno no estado do Rio Grande do
Sul.

Cidade Regido N° de amostras
Bagé Sudoeste 4
Bossoroca Noroeste 5
Cachoeira do Sul Central 2
Tiradentes do Sul Noroeste 4
Trés Passos Noroeste 3
Tupancireta Central 2
Total de Amostras de leite materno 20

A recomendacdo da WHO é de que a coleta do leite materno deve ser
realizada em um intervalo de tempo que compreende 3 a 8 semanas apds o parto.
Neste trabalho, devido a dificuldade em conseguir as amostras, essas foram
coletadas em uma faixa maior de tempo de aleitamento, desde o colostro até o leite
maduro. Outras recomendac¢cfes da WHO n&o puderam ser executadas, como a
idade das nutrizes (menor que 30 anos) e coleta de leite oriundos da primeira
gestacao.

As nutrizes que aceitaram participar da pesquisa assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido, o qual descreve os objetivos do projeto, informa
que a participacdo na pesquisa seria de forma voluntéria. Para fins de visualizagéo,
esse termo se encontra no Apéndice 2 (Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido). Juntamente com o termo foi aplicado as nutrizes um questionario, que
continham 21 perguntas, conforme apresentado no Apéndice 3 (Questionario para
Potenciais Doadoras de Leite Materno). Esse questionario incluiu perguntas sobre
caracteristicas das nutrizes como idade, se a coleta era da primeira gestacdo, bem
como o tipo de alimentacdo, localidade onde reside, proximidade de industrias
quimicas ou areas de agropecuaria. No total 20 nutrizes doaram leite materno e

preencheram o questionario.
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Para evitar uma mensuracgéo tendenciosa dos resultados, as perguntas mais
importantes eram respondidas objetivamente, com valores numéricos ou respostas
fechadas sim/néo.

A andlise dos dados foi efetuada buscando avaliar, por meio da frequéncia
das respostas, o perfil das doadoras para posteriormente correlacionar com a

possivel contaminacao dos leites maternos amostrados.

3.8 ANALISE ESTATISTICA POR MEIO DA PCA

A andlise estatistica do tipo exploratédria através do uso de PCA foi utilizada
para tentar correlacionar os resultados das amostras de leite materno com as
repostas dos questionarios. Os resultados das amostras foram tabelados de forma
gque as amostras estavam descritas nas linhas e os resultados dos compostos
encontrados foram dispostos nas colunas. Para avaliar uma possivel relacdo com as
respostas dos questionarios, foram inseridas colunas com as respectivas respostas
do questionario referente para cada amostra. A PCA foi realizada por meio do
software Statistica 7.0 e os dados foram previamente auto escalados. Para cada
resposta foi gerada uma PCA para a avaliagdo de possiveis correlacdo dos

resultados das amostras.



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CONDICOES DO SISTEMA CROMATOGRAFICO GC-NCI-MS PARA ANALISE
DE AGROTOXICOS EM LEITE MATERNO

As condi¢Bes cromatograficas para o método desenvolvido foram baseadas
em estudos desenvolvidos por Prestes (2007), Kolberg e colaboradores (2011) e
Ferronato (2014). A partir das informacdes desses estudos foram escolhidos os
melhores parametros com o uso de uma solucdo 250 pg L' dos compostos
estudados preparada em tolueno. Os parametros sao descritos abaixo:

* Volume de injecdo: 2 pL, sem divisao de fluxo (splitless);

* Injetor operando no modo PTV com programacao conforme Tabela 10;

» Programacao de temperatura do forno da coluna indicada na Tabela 10;

« Gas de arraste hélio numa vazao de 1,3 mL min™;

» Tempo total de analise: 30 min.

» Temperatura da linha de transferéncia (transferline): 275 °C,;

» Temperatura da fonte de ionizagao: 150 °C;

» Tempo de delay: 6,4 min;

* Modo de aquisi¢ao: SIM

* Modo de ionizagao: Cl negativo (NCI);

* Pressao do gas de ionizagdo metano: 6-7 mTorr;

* Corrente da fonte de ionizagcéo: 50 pA;

» Tensao de operagao da eletromultiplicadora: 1800 V.

Tabela 10- Programacéao de temperatura do injetor PTV e forno da coluna.

Taxa de aquecimento  Temperatura Constante

Temperatura (°C : Total (min
p (°C) C min) min) (min)
Programacéo de temperatura do injetor PTV
110 0 0,10 0,10
300 200 12,00 13,20
110 resfriamento 14,75 30,0
Programacéo de temperatura do forno da coluna
110 0 1,00 1,00
180 25,00 0,00 5,00

280 5,00 6,2 30,0
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A fim de verificar o tempo de retengcdo de cada analito e seus ions
caracteristicos (modo SIM), injetou-se 2 uL de cada padréo individualmente numa
concentracdo de 500 ug Lte para os PCBs na concentracéo de 250 ug L™ no modo
full scan. A partir dos resultados obtidos definiram-se os segmentos do método e o
monitoramento dos ions caracteristicos de cada analito apresentados na Tabela 11.
Preferencialmente os ions escolhidos devem possuir massas elevadas a fim de que

se minimize a acéo de interferentes no sistema de deteccdo (GROSS, 2004).

Tabela 11- Compostos analisados por GC-NCI-MS, com seus respectivos tg, massa
molecular e ions monitorados.

(rrg?n) Composto molé\?:i?aSF(Da) fons monitorados
7,34  Trifluralina d14 (PI) 349 319 350

7,43  Trifluralina 335 305 336

8,13 HCH alfa 291 71 73 255 253
8,15 Hexaclorobenzeno 284 284 286 282 288
8,67 Quintozeno 295 249 251 247 250
8,86 HCH beta 291 71 255 72 253
8,86 HCH gama 291 71 255 72 253
8,97 Teflutrina 418 241 243 205

9,45 Heptacloro 373 266 264 300 302
10,05 Clorpirifés metilico 322 214 212 141

10,2 Transflutrina 371 207 209

10,69 2,4 DDD 320 248 246 71
10,91 Fenitrotiona 277 277 168

11,0 Malationa 330 157 156 172
11,15 Aldrin 365 237 239 335 330
11,25 Parationa etilica 291 291 154 155
11,27 Clorpirifos etilico 351 313 315 214 169
11,65 Fipronil 437 366 368 331 367
11,78 Heptacloro epéxido 387 237 239 318 241
11,82 Pendimetalina 281 281 282

11,92 Dicofol 370 250 252 251
11,97 Bromofés metilico 366 257 270 141
12,04 Procimidona 284 282 284 235 233
12,45 Bromofds etilico 394 79 169 256

12,49 PCB 18 257 326 328 327 330




(rr:?n) Composto molcla\fl:ii?(Da) fons monitorados
12,63 Bioaletrina 301 167 168 166

12,76 PCB 28 257 326 324 328 330
12,76 PCB 31 257 326 324 328 330
13,05 2,4 DDE 318 318 248 246

13,10 4,4 DDD 320 248 250 249

13,18 PCB 52 292 358 362 364 363
13,20 Endossulfam alfa 407 370 237 242 407
13,23 Clordano 409 410 408 412 406
13,61 Protiofos 345 237 301 303 239
13,85 Oxifluorfem 362 361 296 363 295
13,91 Cresoxim metilico 313 107 174 106 175
14,01 Dieldrim 381 237 346 239 380
14,34 Endrim 381 346 380 238

14,46 PCB 44 292 358 362 364 363
14,66 PCB 101 326 360 362 358 364
14,74 Endossulfam beta 407 242 240 244 406
14,87 Miclobutanil 288 288 290 289

15,48 PCB 118 326 360 392 394 396
15,48 PCB 149 361 360 392 394 396
16,07 DDT 354 283 281 71

16,20 Endossulfam sulfato 423 386 388 80 97
16,27 PCB 153 361 360 392 394 396
16,35 Propiconazol 342 256 258 220 221
17,02 Bifentrina 423 386 387 241 205
17,72 Cialotrina lambda 449 241 205 243

18,16 Epoxiconazol 330 293 224 247 294
18,31 Fempropatrina 349 141 198 322 323
18,40 PCB 138 361 392 360 394 398
19,32 PCB 170 395 392 360 394 398
19,61 Tetradifona 356 320 318 322 356
19,84 Mirex 545 402 368 439

21,39 PCB 180 395 394 396 428 426
21,84 Permetrina 391 207 209 354 171
22,46 PCB 194 430 464 462 466 467
23,34 Ciflutrina 434 207 209 171

56
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(rr:?n) Composto molcla\fl:ii?(Da) fons monitorados
23,62 PCB 209 499 496 464 462 494
23,78 Cipermetrina 416 207 209 171

25,68 Esfenvalerato 420 211 213 392 394
24,86 Fenvalerato 420 211 213 392 394
27,52 Deltametrina 505 79 81 297 299
28,02 Azoxistrobina 403 403 371 404 356

tr: tempo de retencéo.

4.2 OTIMIZACAO DO METODO DE EXTRACAO

4.2.1 Resultados do planejamento experimental

Para a realizacdo do planejamento fatorial 3% foram avaliados as areas
obtidas para 35 compostos (aldrin, azoxistrobina, bifentrina, bioaletrina, bromofos
etilico, bromofés metilico, cifllutrina, cipermetrina, clordano, clorpirifés etilico,
clorpirifés metilico, dieldrin, endossulfam alfa, endossulfam beta, endossulfam
sulfato, endrin, esfenvalerato, fenvalerato, fipronil, HCH alfa, HCH beta, HCH gama,
heptacloro, heptacloro epoxido, hexaclorobenzeno, mirex, oxifluorfem, parationa
etilica, pendimetalina, permetrina, protiofés, quintozeno, teflutrina, tetradifona,
transflutrina, trifluralina). As interacdes entre variaveis estudadas foram avaliadas
plotando o gréafico de interac6es para cada composto com nivel de confianca de
95%, e ao analisar o experimento pela ANOVA, foi possivel observar o p-valor que
indica se as areas obtidas, nos diferentes testes sdo estatisticamente diferentes. Na
Figura 2 estdo sendo apresentados 0s compostos representativos dos grupos

quimicos, e na Tabela 12 o p-valor para os fatores analisados.
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Figura 2- Gréficos de interaces resultantes do planejamento fatorial 3% para os

compostos ciflutrina  (piretréide),

hexaclorobenzeno (organoclorado), protiofos

(organofosforado) e trifluralina (dinitroanilina).
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Tabela 12- Resultados ANOVA p-valor.

Ciflutrina Hexaclorobenzeno Protiofés  Trifluralina

Fator p-valor
Solvente 0,527 0,276 0,080 0,229
Limpeza 0,306 0,068 0,059 0,215

Como pode ser observado independentemente do grupo quimico o
comportamento foi similar para todos os compostos, sendo a melhor resposta
analitica obtida ao utilizar a etapa de extracdo com a mistura de solventes de
acetona e hexano e a limpeza com Florisil®. E ao analisar o resultado do p-valor,
guando maior que 0,05, indica que os fatores apresentam influéncia significativa no

sistema.
4.2.2 Resultados da avaliacdo de coextrativos apés a limpeza do extrato

Os ensaios com o sorvente EMR-Lipid®, nas extracdes em que foram
utilizados os solventes acetona, hexano e acetato de etila foi necessario realizar a
troca de solvente apds a extracdo para acetonitrila. Pois quando esses solventes
foram adicionados diretamente no EMR-Lipid® foi observado que o volume resultante
apos a etapa de centrifugacéo foi insuficiente para a etapa do Polish®, como pode
ser visualizado na Figura 3. Esse fato pode ter ocorrido pois o EMR-Lipid® foi

desenvolvido para métodos que utilizam acetonitrila na fase da extragao.

Figura 3- Comparacao dos diferentes solventes de extracdo e limpeza com EMR-

Extracdo com Extracdo com L Extracdo com
Acetato de etila Acetona: Hexano Acetonitrila
Limpeza EMR- Limpeza EMR- Limpeza EMR-
Lipid® Lipid® ipid®

. - 1

Lipid®.
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Fonte: Registro fotografico pelo proprio autor.

A analise gravimétrica foi realizada com intuito de quantificar os coextrativos
presentes no extrato da extracdo e no extrato final. Para isso, uma aliquota
resultante do procedimento de extracdo foi evaporada, e a outra aliquota submetida
a etapa de limpeza também foi evaporada. Com relacdo a extracdo os resultados
estdo apresentados na Figura 4, em que pode ser visualizado que a acetonitrila
retira da matriz uma quantidade menor de coextrativos quando comparada com 0s
outros solventes, e por isso tem sido amplamente utilizada em métodos de
determinacdo de residuos de agrotoxicos em alimentos e matrizes ambientais
(PRESTES et al., 2011).

Figura 4- Extracdo de coextrativos com diferentes solventes da matriz formula
infantil.

o
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o

Acetona:Hexano Acetato de etil Acetonitrila
Solventes de extracao

Os sorventes foram avaliados pela diferenca em massa dos extratos
evaporados, calculados conforme a Equacdo 4, sendo possivel avaliar o quanto
cada sorvente removeu de coextrativos provenientes da extracdo para cada ensaio

do planejamento fatorial. Os resultados estdo apresentados na Figura 5.
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Figura 5- Remocéao dos coextrativos com diferentes sorventes de limpeza.
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Como pode ser observado na Figura 5, a extracdo com acetonitrila e seus
respectivos sorventes de limpeza sdo 0s ensaios em que apresentam menos
coextrativos proporcionando um extrato final mais limpo. Os extratos que utilizaram o
EMR-Lipid® obtiveram um percentual de remocdo dos coextrativos maiores que
90%, comprovando a eficiéncia desse sorvente.

Porém para a extracdo de compostos organicos persistentes com
carateristicas lipofilicas, solvente como hexano € empregado para melhorar a
extracdo desses compostos, sendo seu uso combinados com solventes de maior
polaridade como a acetona para diminuir a extracdo de coextrativos (Martins et al.,
2013). Como os métodos para analise de leite materno requerem limites de
deteccdo baixos, 0 método de extracao escolhido foi aquele que apresentou melhor
resposta analitica, utilizando acetona e hexano. Na Figura 6 podem ser observados
0s cromatogramas de ions totais obtidos da matriz fortificada na concentracdo de

250 pg L™ para os ensaios realizados com acetona e hexano e os trés diferentes

sorventes.
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Figura 6- Cromatogramas de ions totais para 0s ensaios realizados com acetona e

hexano.
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aproximadamente duas vezes mais resposta analitica quando comparado com a

limpeza com EMR-Lipid®. Além disso se fosse empregado o EMR-Lipid® seria

necessario acrescentar uma etapa de evaporacao do extrato para realizar a troca de

solvente para a acetonitrila antes de etapa de limpeza.

4.2.3 Método otimizado

A bioacumulacao dos compostos ocorre na fase gordurosa do leite materno, e

o percentual de gordura € diferente entre as nutrizes além de alterar-se durante a

lactacd@o, os resultados da concentragdo de agrotoxicos devem ser expressos em
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relacdo ao percentual de gordura do leite, e ndo em relagdo ao volume total de leite.
Por isso, uma da etapa importante do método de andlise de leite materno é o fator
de enriquecimento dos analitos, pois, segundo recomendacdo da GMP, a grandeza
em que os resultados devem ser apresentados é ng g (UNEP, 2011; XU, WANG &
CAl, 2013). Por isso o0 método escolhido para a validacao foi o método que obteve
maior resposta analitica, mesmo ndo sendo o método que obteve maior remocéo de

coextrativos. O procedimento de preparo de amostra esta descrito na Figura 7.

Figura 7- Representacdo do método de preparo da amostra utilizado para a extragédo
de agrotoxicos e POPs em leite materno.

ﬂ mL de leite materno \

+
. 6 mL acetona: hexano (1:1, v/v)
Extracao
‘ Agitacao por 1 min
(2)'2 & hllchI04 Agitacdo por 1 min
\ 08 Na Centrifugac¢ao (2510 g / 8 min/ 5 °C)
ﬂ mL de sobrenadante \
600 mg MgSoO,,
Limpeza 200 mg Florisil ativado
‘ Agitagao por 1 min
Centrifugacdo ( 1590 g/ 8 min/ 5 °C)
\Filtragéo (porosidade 0,22 pum) /
Evaporacao de 2,5 mL com fluxo de nitrogénio
dos analitos

Reconstituicao em 150 pL de tolueno

¢

[ GC-NCI-MS }
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4.3 RESULTADOS DA VALIDACAO

4.3.1 Efeito matriz

O efeito matriz caracteriza-se por gerar supressao ou incremento do sinal
analitico, analitos que apresentam resultados de efeito matriz superior a £ 20%
sofrem efeito matriz sob sua resposta cromatografica (SANTE, 2015).

Na Figura 8, estdo apresentados o percentual de compostos que sofreram
efeito matriz avaliados a partir de curvas analiticas contendo os analitos preparados
na matriz fortificada e solvente tolueno. Como pode ser observado para a maioria
dos compostos ocorre um incremento do sinal, pois 0s componentes da matriz
podem atuar como protetores e adsorver preferencialmente os sitios ativos do
sistema cromatografico (HAJSLOVA & ZROSTLIKOVA, 2003),

Figura 8- Efeito matriz entre curva em solvente e curva analitica extraida.
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4.3.2 Seletividade

A seletividade de um método garante que o procedimento analitico é capaz
de discriminar os componentes que possam gerar interferéncia nos compostos
analisados. A avaliacdo da seletividade foi realizada através da comparacdo dos
cromatogramas da amostra branco da matriz, branco reagente e matriz fortificada,
como apresentada na Figura 9, onde é possivel afirmar que nao existem
interferentes com os mesmos ions de quantificacdo no mesmo tempo de retengéo

dos analitos avaliados, evidenciando a seletividade do método.
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Figura 9- Avaliacdo da presenca de interferentes nos cromatogramas obtidos por
GC-NCI-MS: branco da matriz, branco dos reagentes e matriz fortificada em 50 pg L
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Com relacéo a separacdo cromatografica o método nao foi seletivo para seis
analitos, por apresentarem mesmos ions de quantificacdo e mesmo tempo de
retencdo. A quantificacdo foi calculada como o somatério dos mesmos, foi 0 caso
dos analitos HCH beta e HCH gama, PCB 28 e 31, PCB 118 e 149.

4.3.3 Linearidade e curva analitica

A faixa linear para cada agrotoxico foi avaliada através das injecbes em
duplicata das solucbes preparadas em branco da matriz fortificada nas
concentracdes de 5, 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 e 300 ug L™. A utilizaco de
curva analitica extraida € uma forma alternativa para obter a curva analitica, onde as
amostras branco sao fortificadas com diferentes concentracdes antes da etapa de

extracdo. Devido ao método ter uma etapa de enriqguecimento dos analitos, esse tipo
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de calibracéo se torna interessante pois permite analisar a curva e as amostras nas
mesmas condi¢des. Além disso, o efeito matriz e os valores de recuperacdo podem
ser compensados (SANTE, 2015).

A adequacado das curvas analiticas foi confirmada através dos calculos da
andlise da variancia para o ajuste de um modelo, pelo método dos minimos
quadrados para cada analito, apresentados no Apéndice 4. Para a exclusdo de
réplicas foi respeitado o valor maximo de 22,2% do conjunto de dados (BAZILIO et
al., 2012), sendo excluidos os pontos com valor residual extremo identificados pelo
teste de Grubbs. Para compostos que obtiveram faixa linear de 5 a 300 pg L™, o
maximo de pontos excluidos foram quatro. As curvas analiticas foram consideradas
adequadas desde que compreendessem no minimo sete niveis e mantendo-se pelo
menos uma réplica de todas as concentracdes da faixa linear.

De acordo com os resultados o composto propiconazol ndo obteve um uma
regressao significativa e os compostos cresoxim metilico e parationa etilica, apesar
de obterem uma regresséo significativa avaliadas pelo teste F e com r? de 0,989 e
0,964, respectivamente, foi identificado falta de ajuste do modelo, pois os residuos

nao estao distribuidos aleatoriamente ao longo da curva analitica.

4.3.4 Limite de quantificacdo e deteccao

Para determinacdo do LOQ foi adotado como sendo o menor nivel de
fortificacdo em que a precisdo e a exatidao ficaram dentro dos limites aceitaveis. O
LOD foi calculado dividindo-se o valor do LOQ por 3,33. Cabe ressaltar o fator de
concentracdo do método de extracdo de 16,7 vezes possibilitou a quantificacdo dos
compostos em niveis de ng g*. Os valores de LOD e LOQ estdo apresentados na
Tabela 13Tabela 13. Os limites de quantificacdo foram considerados adequados
para monitoramentos de residuos de agrotoxicos em leite materno, visto a

diversidades dos compostos validados.
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4.3.5 Exatidao e precisao

Os parametros de exatidao e precisdo foram avaliados através da anélise de
quatro niveis de fortificacdo em seis repeticdes, por meio do célculo de recuperacéo
e desvio padrao relativo, respectivamente, e os resultados estdo apresentados na
Tabela 13. Para obter a concentracéo na forma de ng g, levou-se em consideracéo
o teor de lipideos presente na férmula infantil para lactantes reconstituida (3,5 g/100
mL) e o fator de concentracdo do método de extracdo de 16,66, entdo o0s niveis 5,
10, 25 e 50 pg L™ sdo equivalentes a 9, 17, 43, e 86 ng g™*. Os resultados mostraram
gue o procedimento tem boa recuperacdo para a todos os compostos estudados,
porém alguns compostos apresentam valores de RSD acima de 20% refletindo a
instabilidade do sinal analitico.

A precisdo intermediaria foi realizada através de ensaios com niveis de
fortificacdo de 43 e 86 ng g*, podendo assim avaliar todos os compostos. As
analises foram realizadas em diferentes dias, lotes de hexano e MgSO,. Os
resultados estdo apresentados na Tabela 13. Para oS compostos cipermetrina,
ciflutrina, esfenvalerato, fenvalerato e deltametrina ndo foi possivel determinar a
precisdo intermediaria devido a instabilidade do sinal analitico, sendo esses
compostos nao validados.

O método foi validado para 54 compostos e devido a oscila¢des instrumentais
varios compostos obtiveram um RSD maior que 20% (entre 20 — 29%), séo eles 2,4
DDE, aldrin, bioaletrina, clorpirifés etilico, endossulfam alfa, endossulfam sulfato,
fenitrotiona, HCH alfa, heptacloro epéxido, hexaclorobenzeno, oxifluorfem, PCB 118
+ 149, PCB 153, PCB 209, permetrina, protiofos e quintozeno. Porém como 0s
resultados de recuperacao estao dentro da faixa aceitavel, esses compostos foram

considerados validados.
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Tabela 13- Resultados da validacdo para os parametros de linearidade, limite de deteccdo e quantificacdo, precisdo, exatidao e

precisao intermediaria.

Precisdo e exatidao

Precisdo intermediaria

Niveis de fortificacdo (ng g™

Niveis de fortificacdo (ng g™

9 17 43 86 43 86
Fa('ﬁg tﬂiar (n'-;;l) (r']‘gé?l) Rec + RSD (%) Rec £ RSD (%)
2,4DDD 10 -250 5 17 - 119,8+17,0 117,4+16,3 116924 95,4+0,8 90,1+ 12,1
4,4 DDD 10 -250 5 17 - 118,1+56 105,0+8,2 78,0+ 6,6 98,8+5,1 93,2+11,7
Azoxistrobina 5-300 3 9 98,3+130 996+16,9 98,3+189 101,8+6,5 90,2+0,7 86,1+ 125
Bifentrina 5-250 3 9 102,4 + 15,7 93,7+19,7 102417 97,7+18,7 @ 1055%+12,0 102,4+13,2
Bromofds etilico 5-250 3 9 96,0+£11,9 940+23 96,0 £ 6,6 96,4+1,2 91,1+2,0 91,7+ 15,7
Bromofos metilico 5-250 3 9 103,7+16,6 78,3+18,0 103,7+12,5 103,1+8,6 948+1,8 95,8 + 18,8
Cialotrina lambda 10- 250 5 17 - 98,2+6,3 97,8+12,7 100,2+3,5 97,8149 955+ 125
Clordano 5-250 3 9 105,7+7,2 729+7,1 1057%6,7 1053+3,7 94,7 £ 0,9 95,2+ 13,8
Clorpirifés metilico 10 - 300 5 17 - 93,1+11,8 1050+6,2 98,8%54 99,7+2,4 100,3+12,3
DDT 10 - 300 5 17 - 88,7+19,9 113,7+59 933+16,9 | 103,6+0,2 102,4+19,8
Dicofol 5-300 3 9 94,4 £+154 93,7+9,8 92,3+6,7 107,5+149 975+99 93,3+ 15,6
Dieldrim 5-300 3 9 789+73 91,1+137 719+124 86,5%159 94,3+ 3,7 96,3 + 20,4
Endossulfam beta 5-300 3 9 110,1+12,4 109,8+7,1 110,1+6,1 106,2+26 97,8+189 98,6+ 18,7
Endrim 5-250 3 9 99,7+14,7 96,1+12,0 99,7+85 1124+159 1004+15 101,1+11,2
Epoxiconazol 5-250 3 9 89,1+76 91,2+102 89,1+128 78,869 100,4+0,1 97,3+12,3
Fempropatrina 5-300 3 9 101,5+158 954+18,3 101,5+10,6 1136+45 : 112,7+32 93,9+ 15,0
Fipronil 5-250 3 9 111,5+125 102,4+7,0 1115+4,2 101,0+3,0 98,4129 96,8+ 12,0
HCH beta + gama 5-300 3 9 106,7+9,3 104,9+8,2 106,7+13,8 98,0+55 83,7+5,0 82,2+ 13,0
Heptacloro 5-300 3 9 111,3+13,6 98,7+11,6 111,3+10,0 109,2+3,6 89,5122 88,7+ 12,3
Malationa 5-250 3 9 102,1+12,4 98,0+56 102,1+6,0 90,5+3,5 101,4+2,1 94,0+12,6
Miclobutanil 5-250 3 9 112,8+18,1 104,6+20,0 112,8+18,5 113,1+19,6 92,4+0,9 98,6 £ 10,6
Mirex 5-250 3 9 979+189 925+13,7 1079+12 1032+6,0 1106+1,7 109,1+10,6




Precisdo e exatidao

Precisdo intermediaria

Niveis de fortificacdo (ng g™

Niveis de fortificacdo (ng g™

9 17 43 86 43 86
Fa('ﬁg :1(‘1‘)3” (n'-;;l) (r'l-é)é?l) Rec = RSD (%) Rec + RSD (%)

Pendimetalina 10 - 300 5 17 - 856+84 1040+54 929+34 @ 1005+1,8 1009158
Procimidona 50 -300 26 86 - - - 93,4+3,6 - 104,9 + 13,6
Teflutrina 5- 300 3 9 94,1+14,2 806+55 941+154 888+4,7 101,3+19 944+150
Tetradifona 5-250 3 9 100,4+4,9 846+73 1004+72 938+4,2  103,3%0,9 101,9+125
Transflutrina 5- 300 3 9 105,6+6,0 102,7+13,5 1156+7,0 112,3+57 100,1+1,7 102,1+10,2
Trifluralina 5-300 3 9 90,4+11,1 109,2+157 904+6,8 76,7+187 889+136 90,5+19,7
PCB 18 5- 250 3 9 113,8+3,0 102,4+6,8 113,8+6,7 1036+29 989+35 100,9+10,7
PCB 28 + 31 5-300 3 9 93,6+14,7 96,4+146 936+11,0 982+13,1 103,7+25 92,6+159
PCB 44 5- 250 3 9 104,7+3,2 1000+59 104,7+35 93,1+3,2  99,0+3,3 98,5+1,5
PCB 52 5-250 3 9 102,6 + 13,4 110,6+12,0 112,6+158 118,0+14,9 1026+1,1 93,8+184
PCB 101 5 -250 3 9 954+19,6 925+169 954+7,2 1053+86 979+11 857+176
PCB 138 5-250 3 9 879+37 885+148 879+116 89,0+17,6 104626 104,7+19,6
PCB 170 5- 250 3 9 957+13,2 77,7+11,3 757+6,6 833+92 101,403 101,0+16,5
PCB 180 10 - 250 5 17 - 111,9+6,1 103,3+51 981+34 @ 949+34 913+150
PCB 194 10 - 250 5 17 - 939+73 935+64 898+35 996+24  989+188
Compostos com RSD (%) >20, porém validados

2,4 DDE 10 -250 5 17 - 106,2+229 868+151 866+232 77,1+76  835+223
Aldrin 5-300 3 9 85,8+185 93,2+155 794+23 947+246 970+12 950+121
Bioaletrina 5 - 300 3 9 108,8+14,8 102,2+49 1088+3,0 995+3,3 @ 103,9+150 104,1+ 26,0
Clorpirifés etilico 5-250 3 9 93,1+128 848+122 109,8+13,9 990+254 960+1,2  96,2+21,6
Endossulfam alfa 5- 250 3 9 87,5+154 107,7+145 875+82 113,0+24,0 959+25 950120
Endossulfam sulfato 5-250 3 9 108,0 + 14,1 109,1+57 1080+1,8 962+3,1 855+214 852+213
Fenitrotiona 5-300 3 9 117,3+11,3 93,6+24,6 117,3+7,1 1175+16,6 93,4+290 953+138
HCH alfa 5-300 3 9 80,7+9,8 858+257 807+7,2 1145+229 97,7+225 965+12,1

69
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Preciséo e exatiddo Preciséo intermediéria
Niveis de fortificacdo (ng g'l) Niveis de fortificacdo (ng g'l)
9 17 43 86 43 86
Fa('ﬁg :1(‘1‘)3” (n'-;;l) (r'l-é)é?l) Rec = RSD (%) Rec + RSD (%)

Heptacloro epdxido 10 - 300 5 17 - 76,7+184 859+75 757+230: 969+269 739+195
Hexaclorobenzeno 5-300 3 9 96,0+9,0 89,0+x204 96,0x7,3 94,4+7,8 91,1+29 88,0 + 13,3
Oxifluorfem 5-250 3 9 83,8+135 92,4+237 838+16,8 789+17,1 81,7+6,6 82,0+21,0
Permetrina 10- 300 5 17 - 96,9+13,8 1052+6,6 97,2+8,3 98,5+0,4 100,6 £20,7
Protiofos 25-250 13 43 - - 1082+6,6 91,6+220 1046+04 1051+13,2
Quintozeno 5-300 3 9 852+20,9 895+176 852+18,8 1005+8,4 108,9+245 81,0+20,6
PCB 118 + 149 10 - 300 5 17 - 103,4+15,1 97,2+3,1 856243 99,8 +0,7 93,7+ 16,3
PCB 153 5-300 3 9 100,4+£16,1 1138+135 100,4+6,7 98,7+24,7 i 1039+26 92,8+213
PCB 209 5-300 3 9 1046+7,3 1055+6,0 1046+7,7 102,1+36 107,5+1,7 104,7+20,5
Compostos néo validos
Ciflutrina 25-300 13 43 - - 107,7+3,0 101,8+13,3 - -
Cipermetrina 25 - 300 13 43 - - 705+18,7 76,7+4,9 - -
Deltametrina 5-300 3 9 104,0+35 97,7+6,1 104,0+53 96,3+131 - -
Esfenvalerato 25- 300 13 43 - - 111,3+7,5 102,6£3,0 - -
Fenvalerato 25- 300 13 43 - - 103,7+2,5 100,8+6,8 - -

LOD: Limite de deteccao.

LOQ: Limite de quantificacéo.

Rec: Recuperagao.

RSD: Desvio padrao relativo.
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Os resultados dos questionarios aplicados as nutrizes foram organizados em

forma de frequéncia relativa das repostas, apresentando uma descricdo dos dados

obtidos durante a coleta das amostras, descritos nas Tabelas 14 e 15.

Tabela 14- Caracterizagéo das nutrizes.

Frequéncia relativa (%)
Nutrizes primiparas

Reside proximo a industria quimica

Frequéncia relativa (%)

Sim 55 Sim 0
Nao 45 Nao 100
Reside na zona rural com atividade
Reside na mesmo drea a mais de 10 anos  agropecudria
Sim 75 Sim 50
Nao 25 Nao 50
Idade da nutriz Idade do filho (Tempo de lactagdo)
<20 10 (-) 3 semanas 25
Entre 20 e 29 55 3-4 semanas 15
Entre 29 e 30 35 5-8 semanas 35
(+) 8 semanas 25

Além de coletar informacdes que possam ser correlacionadas com o0s

resultados das andlises, 0s questionarios servem para selecionar se as amostras

estdo de acordo com os requisitos especificados pela WHO. Porém, devido a grande

dificuldade em se obter amostras reais, para este trabalho os critérios do WHO nao

puderam ser seguidos, principalmente com relacdo ao nimero de gestacao, pois

45% das nutrizes ndo eram primiparas, e tempo de lactacéo, visto que 25% das

amostras foram coletadas com tempo de lactacdo inferior a 3 semanas e 25%

superior a 8 semanas.

Tabela 15- Habitos alimentares das nutrizes.

Habitos alimentares (Frequéncia relativa %)

Consumo de Peixe Leite e derivados

Carne, aves, derivados Ovos

Nunca 10
(-)1x p semana 65
1 x p semana 20
2X p semana 5

(+) 2x p semana -
Todos os dias -

10
45
45

10
90

5
35
10
45

5
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Habitos alimentares (Frequéncia relativa %)

Origem do pescado Frequéncia relativa (%)

Agua doce 80
Agua salgada 20

De acordo com a analise de frequéncia relativa dos dados obtidos das
repostas dos questionarios, pode-se observar que a alimentacdo das nutrizes é
caracterizada pelo alto consumo de carnes, aves e derivados e baixa ingestdo de
peixes. Quando declarado o consumo de peixe, esse em 80% provém de 4gua doce.
Outro dado importante observado nas respostas foi com relacdo ao uso de
inseticidas domésticos, 65% das nutrizes declararam ter utilizado algum produto do
género em suas residéncias até 8 meses antes da coleta das amostras. Estes
inseticidas eram principalmente da classe dos piretroides, aplicados na forma de
spray.

Resultados apresentados por Kowalski e colaboradores (2013) realizaram um
estudo com amostras de leite materno coletadas em diferentes regides do Brasil
para fins de correlacionar, através de rede neural de Kohonen (também
denominados de mapas auto-organizados, que sado redes competitivas e possuem a
habilidade de formar mapeamentos que preservam a topologia entre os espacos de
entrada e de saida, € um algoritmo robusto e n&o-linear, sendo sugerido como
alternativa a analise de componentes principais, pois possuem a capacidade de
organizar dimensionalmente dados complexos em grupos, de acordo com suas
relacées), a presenca de PCBs com as respostas dos questionarios aplicados as
nutrizes. Foi possivel verificar que as amostras com maior concentracdo de PCBs
eram de nutrizes que residem em grandes centros industrializados, especialmente
Séao Paulo, préximos a rios ou mares poluidos. Constatou-se também que 0s niveis
mais altos de PCBs sao detectados, geralmente, em amostras de leite materno

maduro e em nutrizes primiparas.
4.5 APLICACAO EM AMOSTRAS REAIS
O método proposto foi aplicado em 20 amostras coletadas em cidades do

estado do Rio Grande do Sul e os resultados encontrados nas amostras de leite
materno estéo apresentados na Tabela 16 e Figura 10.
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Tabela 16- Compostos detectados nas analises das amostras de leite materno coletadas no estado do Rio Grande do Sul
(resultados em pg g™).

P30 P32 P36 P37 P38 P39 P41 P42 P44 PA5S P54 P55 P56 P62 P66 P68 P88 PSO P92 P95

Bifentrina - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,20
Cialotrina lambda 3,19 1,79 - - - - 521 - - 518 - - 493 - 2,99 3,82 - - - 3,38
Dicofol - - - - - - - - - - - 019 - - - - - - - -
Endossulfam beta 0,15 0,045 - 0,13 - 0,13 - - 0,24 - - 084 0,21 0,083 0,16 0,10 - - 0,081 -
Epoxiconazol - - - - - - 0,18 0,37 - 0,88 - - - - - - 0,83 0,64 - 1,0
HCH beta + gama 0,037 0,040 - - - - - - - 0,055 - - - - - - - - - -
Hexaclorobenzeno 0,18 0,14 0,13 - 0,13 0,067 - - 0,13 o017 - 012 0,13 0,13 0,12 0,14 - 0,14 0,13 -
Mirex 0,070 0,046 0,11 0,10 0,70 0,21 0,48 <LOQ 0,05 0,11 0,10 0,47 0,66 - 0,11 0,18 0,069 0,21 0,048 0,088
PCB_52 - - - - ] ] - 015 - ] ] ] ] ) ) ) ] ] ]
Pendimetalina - - - - - - - - - - - 021 - - - - - - - -
Transflutrina - 0,046 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Tetradifona - - - - - - - - - 0,17 - - - - - - - - - -

Trifluralina 0,087 0,084 - - - - - - - 0,10 - 0,085 - - - - - 0,089 - -
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Figura 10- Resultado da analise das amostras de leite materno coletadas no estado
do Rio Grande do Sul (resultados expressos em pg g*).
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Foram detectados 14 agrotéxicos nas amostras de leite materno, e todas as
amostras apresentaram contaminagdo por pelo menos um composto. O agrotoxico
com concentracdo mais elevada foi a cialotrina lambda, sendo seu uso permitido,
detectada em 40% das amostras na faixa de 1,8 a 5,21 ug g*, de acordo com o
indice monogréfico (ANVISA, 2016) seu uso é o mais amplo dentre os agrotoxicos
detectados, sendo permitido a aplicacao foliar, em produtos de armazenamento e
sementes em cereais, verduras e frutas. Outros agrotoxicos do grupo dos piretréides
foram detectados a bifentrina e a transflutrina, ressaltando a importancia do
desenvolvimento de métodos cada vez mais abrangentes. O dicofol que esta sob
revisdo para ser incluido na lista dos POPs foi detectado em uma amostra na
concentracdo de 0,19 pug g*. O endossulfam beta foi detectado em 55% das
amostras, cabe ressaltar que esse passou a integrar o grupo dos POPs em 2011 e
no Brasil seu uso foi permitido até 2013.

Resultados obtidos por Ferronato (2014) o hexaclorobenzeno foi detectado
em 75% das amostras analisadas, seguido de HCH gama (40%), heptacloro (30%),
HCH beta (25%), mirex (20%) e HCH alfa (10%). Com relagédo ao hexaclorobenzeno
encontrou-se resultados similares pois foi detectado em 70% das amostras

Resultados semelhantes foram relatados na literatura em estudos realizados

na Bélgica (COLLES et al., 2008), que analisou 190 amostras de leite materno e o
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hexaclorobenzeno e HCH beta foram detectados em 86 e 22% das amostras
respectivamente. Na Croacia, o estudo desenvolvido por KLINCIC, (2014) detectou
em 100% das amostras o HCB e HCH ao analisar 38 amostras. Em ambos os
estudos também foi detectado em 100% das amostras o p,p-DDE que é produto de
degradacéo do DDT.

No Brasil, estudos realizados por Mesquita (2001) com 50 amostras, foi
evidenciado a contaminagéo de 100% para o p,p’'DDE, 90% para o p,p’DDT, 84%
para o B-HCH, 82% para o p,p’'DDD, 78% para o a-endossulfam, 74% para o y-
clordano,56% para o a-HCH, 32% para o HCH gama, 54% para o aldrim, 52% para
o dieldrim, HCB (12%), endrim (20%), B-endossulfam (14%), metoxicloro (20%) e
mirex (38%). Os resultados apresentados por Palma (2011), todas as amostras (n=
62) foram detectados algum agrotoéxico, sendo o composto p,p’- DDE (0,32 — 12,03
ug g de gordura) detectado em 100% delas, em 44% das amostras foi detectado o
endossulfam beta (0,54 — 0,61 pg g™ de gordura) e 13% o p,p’-DDT (2,62 — 12,41 ug
g’ de gordura). Os outros agrotéxicos analisados foram encontrados abaixo do limite
de quantificacdo (0,0013 — 0,108 pg mL™). Deltametrina foi detectada em 37% das
amostras, aldrim e endossulfam alfa, ambos em 32%, HCH alfa em 18%, trifluralina
em 11% e lindano em 6%, apenas a cipermetrina ndo foi detectada.

Diferente de outros trabalhos, nas amostras analisadas nao foram detectados
o composto DDT e seus metabolitos. Porém com relacdo aos outros agrotoxicos os
niveis encontrados estdo em concentracdes similares. Apesar de diferentes métodos
analiticos e nimero de amostras utilizados nos estudos pode-se observar que 0s
POPs ainda estdo presentes no meio ambiente, e podem acumular-se nos seres
humanos além de outros agrotoxicos que tem seu uso permitido.

Embora tenha sido detectado a presenca de agrotoxicos em todas as
amostras, o leite materno ndo deve ser substituido, pois este possui propriedades

indispensaveis para o desenvolvimento do lactante.

4.6 ANALISE DA CORRELACAO ENTRE AS RESPOSTAS DOS QUESTIONARIOS
E OS RESULTADOS DAS AMOSTRAS POR MEIO DA PCA

Foi observado a formagéao de grupos entre os resultados das amostras e as
respostas dos questionarios com relacdo a cidade em que foi coletada a amostra e

se as nutrizes eram primiparas ou multiparas. Na tabela 17 estdo apresentados
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variancia acumulada em cada componente principal para as duas PCA elaboradas,
uma com relacdo a cidade de coleta das amostras e outra com relacdo ao numero

de gestacdes da nutriz.

Tabela 17- Resultados da variancia obtida pela PCA.

Com relacédo a cidade de origem Com relacdo ao n° de
da amostra gestacdes da nutriz
COPn:ifmgir;)earllte Variancia (%) ACIYSEEEE‘(%) Variancia (%) mulada (%)

1 25,7 25,7 20,1 20,1
2 21,3 47,0 18,8 38,9
3 13,4 60,4 12,4 51,3
4 9,5 69,9 10,3 61,6
5 8,5 78,4 8,5 70,1
6 6,8 85,2 7,1 77,2

A Figura 11 apresenta o grafico dos pesos da PCA demonstrando os grupos
formandos com relacdo a cidade de origem das amostras e 0S compostos

detectados.

Figura 11- Grafico dos pesos PC1xPC2 demonstrando os grupos formandos com
relacédo a cidade de origem das amostras e os compostos detectados.
Loading scatterplot (CP1 vs. CP2)
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Com 47% das informacdes acumuladas pelas CP1 e CP2, foi possivel
observar a separagdo de trés grupos apresentados na Figura 11. Com a CP1
ocorreu a separacao de dois grupos, um formado pela cidade de Bagé, e outro
formado pelas cidades de Trés Passos, Bossoroca, Cachoeira do Sul e Tiradentes
do Sul. Ja as informacdes da CP2 separaram o terceiro grupo formado pela cidade
de Tupancireta.

Os agrotoxicos dicofol e pendimetalina foram detectados somente nas
amostras de Bagé, e as maiores concertacdes dos POPs endossulfam beta e mirex
também foram detectadas nas amostras desta cidade, justificando a formacédo do
grupo. O segundo grupo formado pelo conjunto de cidades, o epoxiconazol foi
detectado em amostras de Tiradentes do Sul e Bossoroca, as maiores
concentracdes de cialotrina lambda foram detectadas nas amostras e Tiradentes do
Sul e Cachoeira do Sul, os compostos tetradifona e PCB52 foram detectados
somente nas amostras de Tiradentes do Sul e a bifentrina em uma amostra de
Bossoroca.

O Grupo formado por Tupanciretd esta presente a transflutrina, detectada
somente em uma amostra desta cidade, trifluralina que foi detectada em 100% das
amostras de Tupanciretd, e os POPs hexaclorobenzeno e HCH alfa + beta
detectados em concentracdes maiores do que as outras cidades. Pode ser
observado também que ocorreu um agrupamento por regido geografica, exceto para
a cidade de Cachoeira do Sul, pertencente a regido central, que esta no grupo das
cidades do noroeste do estado. Com relacdo ao numero de gestacdes da nutriz
ocorreu a formacdo de dois grupos conforme apresentado na Figura 12.
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Figura 12- Grafico dos pesos PC1xPC3 demonstrando os grupos formandos com
relacdo ao numero de gestacfes da nutriz cidade e os compostos detectados.
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Ao analisar o gréfico de pesos com a CP1 contendo 20,1% da variancia dos
dados e a CP3 com 12,4%, verifica-se a formacdo dos grupos. O fato da nutriz ser
primipara esta associado a deteccdo de mais compostos e a presenca de POPs. Os
compostos transflutrina, tetradifona, trifluralina e pendimetalina, apesar do uso ser
autorizado pela Anvisa, possuem indicacdo de uso mais restrita que 0s compostos
cialotrina lambda, epoxiconazol e bifentrina, que estdo relacionados com as
amostras de nutrizes multiparas. Esse resultado reforca a importancia de as
amostras serem de nutrizes primiparas para a realizagdo de monitoramento de

POPs em amostras de leite materno.



5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que o método utilizado
no preparo da amostra apresenta vantagens em relacdo aos meétodos que vem
sendo utilizados em anélise de POPs em leite materno, por ser um procedimento
simples e rapido, com um menor nidmero de etapas analiticas, o que diminui a
probabilidade de erros. O preparo de amostra foi otimizado de acordo com os
resultados do planejamento fatorial 3% que permitiram por meio de avaliacdo do
grafico das interacdes visualizar quais os fatores que tem influéncia significativa no
preparo de amostra.

Os resultados de efeito matriz evidenciaram a necessidade de usar curvas
preparadas em branco da matriz e a curva analitica extraida compensa 0s
resultados de recuperacdo além de manter as mesmas condicdes de preparo das
amostras. A férmula infantil para lactantes pode ser utilizada como branco, visto a
dificuldade de coletar grandes volumes de amostras de leite materno e amostras
isentas de contaminacao, facilitando o emprego do método.

Portanto, o método proposto para a determinacdo de POPs e agrotoxicos em
leite materno utilizando GC-NCI-MS mostrou-se eficaz por atender as os parametros
de validacdo de métodos cromatogréaficos, apresentando uma alta detectabilidade,
permitindo atingir limites de detec¢cédo adequados para a aplicacdo do método.

O método foi aplicado em 20 amostras coletadas em diferentes regifes do
estado do Rio Grande do Sul, e demostrou que além dos POPs outros compostos
estdo presentes no leite materno, evidenciando a necessidade de desenvolvimento
de métodos analiticos cada vez mais abrangentes. Com o uso da PCA foi possivel
obter uma correcdo entre a cidade de origem da amostra e 0s agrotoxicos
detectados bem como a presenca dos POPs em leite materno de nutrizes
primiparas.

Considerando os resultados obtidos, pode-se afirmar que o0s objetivos
tracados para este trabalho foram atingidos e o método pode ser aplicado em

analises de leite materno visando a determinacdo de POPs e agrotoxicos.
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APENDICE 1 - FORMULAS ESTRUTURAIS DOS COMPOSTOS UTILIZADOS
NESTE TRABALHO
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APENDICE 2- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto:  Monitoramento de residuos de agrotoxicos e Poluentes
Orgéanicos Persistentes (POPs) em agua e leite materno, em zonas rurais do estado
do RS, visando inter-relacionar questées ambientais e sanitarias

Pesquisador responsavel: Prof. Dr. Renato Zanella

Instituicdo/Departamento: Universidade Federal de Santa Maria/Centro de Ciéncias
Naturais e Exatas/Departamento de Quimica

Telefone para contato: (55) 32209531/ (55) 99751531

Pesquisadores participantes: Profa. Dra. Martha Bohrer Adaime, Prof. Dr. Osmar
Damian Prestes

Telefones para contato: (55) 32209531 / (55) 99751531

Vocé estd sendo convidado (a) para participar, como voluntario, em uma
pesquisa. Vocé precisa decidir se quer participar ou ndo. Por favor, ndo se apresse
em tomar a decisdo. Leia cuidadosamente 0 que Se segue e pergunte ao
responsavel pelo estudo qualquer davida que vocé tiver. Apés ser esclarecido (a)
sobre as informacgfes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao
final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra € do
pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé ndo sera penalizado (a) de forma
alguma.
¢ Esta pesquisa tem como objetivo geral o desenvolvimento de métodos para o
monitoramento de residuos e contaminantes em aguas de consumo de populacdes
de zona rural, bem como em leite materno. E, neste contexto, inter-relacionar os
resultados.
¢ Esta pesquisa implica em riscos minimos inerentes a ordenha (extracdo) do leite
materno da nutriz (mulher que esta amamentando), uma vez que a doadora
recebera orientacdes de como fazé-la. Para as doadoras que desejarem participar
0s beneficios esperados, reportam a um aumento do conhecimento sobre o nivel de

contaminacao e formas de evita-la.
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¢ Da aplicagcdo do método analitico desenvolvido, teremos um panorama da
situacdo, em termos de contaminacdo por residuos, nas amostras. Também,
permitira a implementacdo de programas de monitoramento possibilitando avaliar a
variacdo dos niveis de residuos em funcao de diferentes fatores como: épocas de
producdo agricola, regides produtoras e diferentes formas de producao.

Também, sera realizado um trabalho de conscientizagdo da comunidade estudada,
no sentido de usar as Boas Praticas Agricolas, importante acdo a ser tomada junto
aos agricultores no caso de resultados positivos no monitoramento.

A disponibilizacéo dos resultados e do método adequado para obté-los permitira que
0s 6rgaos de fiscalizacdo possam tomar as decisfes cabiveis caso ocorra excessos
dos residuos, com relacdo aos respectivos LMRs, resultando num avanco no sentido
de preservacao da saude bem como do meio ambiente.

¢ Em qualquer etapa do estudo, vocé ter4 acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas.

Entendemos que a pesquisa praticamente ndo oferecera riscos as mulheres que
participarem, no entanto, é necessario dizer que quem sentir algum desconforto em
participar, a qualquer momento de sua participacéo, podera desistir.

¢ Se vocé concordar em participar do estudo, seu nome e identidade serdo mantidos
em sigilo. A menos que requerido por lei ou por sua solicitacdo, somente o
pesquisador, a equipe do estudo, inspetores de agéncias regulamentadoras do
governo (quando necessario) terdo acesso a suas informacdes para verificar as

informacgdes do estudo).

Consentimento da participacdo da pessoa como sujeito

Eu, , abaixo assinado, concordo em

participar desse estudo como sujeito. Fui suficientemente informado a respeito das
informagbes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o0 estudo
“Monitoramento de residuos de agrotoxicos e Poluentes Organicos
Persistentes (POPs) em agua e leite materno, em zonas rurais do estado do
RS, visando inter-relacionar questées ambientais e sanitarias” Eu discuti com o
Dr. Renato Zanella sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram
claros para mim quais sdo 0s propésitos do estudo, os procedimentos a serem

realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
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esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagdo é isenta

de despesas.

Local e data:

Assinatura do sujeito:

(Somente para o pesquisador responsavel pelo contato e tomada do TCLE)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste sujeito de pesquisa ou representante legal para a participacéo
neste estudo.

Santa Maria , de de 20

Pesquisador responsavel

Se vocé tiver alguma consideracao ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato: Comité de
Etica em Pesquisa — UFSM - Cidade Universitaria - Bairro Camobi, Av. Roraima, n°1000 - CEP:
97.105.900 Santa Maria — RS. Telefone: (55) 3220-9362 - Fax: (55)3220-8009 Email:

comiteeticapesquisa@smail.ufsm.br. Web: www.ufsm.br/cep.



APENDICE 3- QUESTIONARIO PARA POTENCIAIS DOADORAS DE LEITE
MATERNO

QUESTIONARIO PARA POTENCIAIS DOADORAS DE LEITE MATERNO

NAO PREENCHER

CONFIDENCIAL
NUmero da amostra;:

Nome: Data: I/
Endereco:
Telefone:( ) Telefone cel.:( )
email:
12 parte

1. Vocé esté planejando/planejou amamentar seu filho?
( )Sim ( )Néo

2. E seu primeiro filho?
() Sim ( )NEo

3. Vocé estd esperando/esperou um unico filho?
() Sim ( ) Nao () N&o sei

4. Vocé esta tendo/teve uma gravidez normal e saudavel?
() Sim ( ) Nao () Nao sei

5. Vocé mora nessa mesma area a mais de 10 anos?
() Sim ( )N&o
Se néo, ha quanto tempo:

6. Tem menos de 30 anos de idade?
( )Sim ( )Néao
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Se néo, qual a data de nascimento:

7. Vocé mora perto de industrias de papel e celulose, industrias de metal,
incineradores ou onde h& producédo de produtos quimicos?

() Sim ( )Nao

8. Vocé mora perto de zona rural ou nas proximidades de plantacbes ou areas
de criacdo de animais?

( )Sim ( )Nao
22 parte
Data de nascimento: _/ /  Idade: anos Altura: m
Peso médio antes da gravidez: kg

Onde vocé residiu nos ultimos 10 anos?
( ) zona urbana ( ) zonarural
Como vocé descreveria seus hébitos alimentares antes da gravidez?
() Dieta mista () Vegetariana, mas com leite e ovos
( ) Estritamente vegetariana () Outra

Quantas vezes, em média, vocé comeu seguintes alimentos antes da gravidez?

Carne, aves e
produtos
derivados

Peixe e Alimentos marinhos Leite e

derivados | (ex: camaréo, sardinha) | derivados Ovos

Nunca

Menos de uma
vez por semana
Uma vez por
semana

Duas vezes por
semana

Mais de duas
vezes por
semana

Todos os dias

Quais tipos de peixes vocé consome com maior frequéncia?



98

() Peixes do mar () Peixes de &gua doce
Vocé foi amamentada quando bebé&? Por quanto tempo?

( )Sim, __ meses ( ) Nao () Nao sei
Vocé estava envolvido em trabalhos ndo domeésticos antes da gravidez?

() Sim, ( ) Nao

O interior da sua casa ja foi pulverizado com Detefon® (DDT)? H& quanto tempo?
( )Sim, _ meses ( )Nao

Ou outro produto por exemplo: SBP®, RAID®, BAYGON®, MORTEIN® ou MAT
INSET®?

( )Sim, ___ meses, qual:

De que tipo é a 4gua que vocé consome?

( ) Da CORSAN ( ) De poco artesiano () Fonte natural
( ) Derio ( ) Agua mineral, marca
32 parte

1. Vocé consente a doacao de leite para essa pesquisa?
( )Sim ( ) Néao

2. Qual a idade do seu filho (a)?
() menos de 3 semanas ( ) 3-4 semanas

( ) 5-8 semanas ( ) mais de 8 semanas

3. Qual o sexo da crianga?

() Masculino ( ) Feminino () N&o sei

4. O seu peso atual j4 é o mesmo de antes da gravidez?

( )Sim ( ) Nao, qual: __ kg.
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OBSERVACOES:

e O bebé deve ter no minimo 3 semanas para a coleta.

Coleta e armazenamento da amostra de leite

e A coleta deve ser realizada ap6s a amamentacdo e/ou quando a crianga
estiver mamando no outro peito. Pode-se usar um esgotador de leite materno
se a mae preferir;

e Devem ser recolhidos pelo menos 50 mL de leite materno;

e A amostra deve ser armazenada em um frasco de vidro limpo, com tampa de
rosca;

¢ A amostra deve ser rotulada conforme o cédigo registrado nesse questionario;

e O frasco deve ser armazenado em freezer/congelador, por tempo

indeterminado.

Coleta e armazenamento da amostra de agua
e As amostras de agua devem ser as mesmas gque a consumida pela gestante;
e Caso a gestante consuma agua mineral industrializada, indicar apenas a
marca no questionario;
o As amostras devem ser coletadas em frasco de vidro &mbar com
tampa de rosca e capacidade de 1L;

e O armazenamento deve ser feito em refrigerador/geladeira.



APENDICE 4 — RESULTADOS DA ANALISE DA VARIANCIA PARA O
AJUSTE DA CURVA ANALITICA PARA OS COMPOSTOS ESTUDADOS.

Composto: 2,4 DDE
N° de pontos excluidos: 3

Faixa linear: 10- 250 ug/L

Fonte de Soma Graus de Média 2 F E Resultado
Variacio Quadratica liberdade quadratica cale t2b
Modelo 1,09E+21
1 1,09E+21 0,998 4395,7 4,8 Regressao significativa
Residual 2,72E+18 11 2,47E+17
Falta de Ajuste 4,63E+17
J 6 7,72E+16 0,2 5,0 Modelo Ajustado
Erro Puro 2,26E+18 5 4,52E+17
Total 1,09E+21 12
Composto: 2,4 DDD Faixa linear: 10 -250 ug/L
N° de pontos excluidos: 3
Fonte de Soma Graus de Média by
Variag3o Quadratica liberdade quadratica Feate  Frab Resultado
Modelo 1,39E+21
1 1,39E+21 0,991 91,2 4,8 Regressao significativa
Residual 1,68E+20 11 1,53E+19
Falta de Ajuste 1,44E+20 2,41E+1 .
J 6 +19 0,1 4,9 Modelo Ajustado
Erro Puro 8,89E+20 5 1,78E+20
Total 1,41E+21 12
Composto: 4,4 DDD Faixa linear: 10 -250 ug/L
N° de pontos excluidos: 3
Fonte de Soma Graus de Média )
Fealc Fia Resul
Variagdo Quadratica liberdade quadratica ! ab esultado
Modelo 1,01E+21
1 1,01E+21 0,981 575,0 4,5 Regressao significativa
Residual 1,94E+19 11 1,76E+18
Falta de Ajuste  3,14E+20
J 6 >,24E+13 0,8 3,7 Modelo Ajustado
Erro Puro 3,19E+20 5 6,37E+19
Total 1,03E+21 12
Composto: Aldrin Faixa linear: 5-300 ug/L
N° de pontos excluidos: 4
Fonte de Soma Graus de Média 3
Variagdo ~ Quadrética liberdade quadrética Feae  Frap Resultado
Modelo 2,20E+21
1 2,20E+21 0,986 981,1 4,6 Regressao significativa
Residual 3,13E+19 14 2,24E+18
Falta de Ajuste 1,62E+21 2,03E+2
J 8 /03E+20 0,8 4,1 Modelo Ajustado
Erro Puro 1,60E+21 6 2,66E+20
Total 2,23E+21 15




Composto: Azoxistrobina
N° de pontos excluidos: 4

Faixa linear: 5 - 300 ug/L

101

Fonte de Soma Graus de Média 2 £ E Resultado
Variagdo ~ Quadrdtica liberdade quadratica cale teb
Modelo 4,33E+19
1 4,338+13 0,972 490,8 4,6 Regressao significativa
Residual 1,24E+18 14 8,83E+16
Falta de Ajuste 7,09E+17
J 8 8,86E+16 1,0 4,1 Modelo Ajustado
Erro Puro 5,27E+17 6 8,78E+16
Total 4,46E+19 15
Composto: Bifentrina Faixa linear: 5 - 250 ug/L
N° de pontos excluidos: 4
Fonte de Soma Graus de Média )
Fealc Fia Resul
Variagao Quadrdtica liberdade quadratica ! ab esultado
Modelo 5,80E+19
1 5,80E+19 0,998 5759,8 4,7 Regressao significativa
Residual 1,21E+17 12 1,01E+16
Falta de Ajuste 4,03E+19
J / >,75E+18 0,7 4,9 Modelo Ajustado
Erro Puro 4,11E+19 5 8,23E+18
Total 5,81E+19 13
Composto: Bioaletrina Faixa linear: 5-300 ug/L
N° de pontos excluidos: 2
Fonte de Soma Graus de Média 5
Varia¢do Quadrética liberdade quadratica Feac Fan Resultado
Modelo 6,53E+21 e
1 6,53E+21 0,981 812,0 4,5 Regressao significativa
Residual 1,29E+20 16 8,04E+18
Falta de Ajuste 6,16E+19 7,71E+1 .
J 8 J1E+18 0,9 3,4 Modelo Ajustado
Erro Puro 6,70E+19 8 8,38E+18
Total 6,66E+21 17
Composto: Bromofoés
etilico Faixa linear: 5 - 250 ug/L
N° de pontos excluidos: 2
Fonte de Soma Graus de Média 2
Variagdo ~ Quadrdtica liberdade quadratica Fee  Fa Resultado
Modelo 3,16E+20
1 3,16E+20 0,983 806,0 4,6 Regressao significativa
Residual 5,48E+18 14 3,92E+17
Falta de Ajuste 2,35E+18 E+1
J / 3,35E+17 0,7 3,8 Modelo Ajustado
Erro Puro 3,13E+18 7 4,48E+17
Total 3,21E+20 15




Composto: Bromofés metilico Faixa linear: 5-250 ug/L

N° de pontos excluidos: 2
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Fonte de Soma Graus de Média 2 £ E Resultado
Variagdo ~ Quadrdtica liberdade quadratica cale teb
Modelo 8,51E+21
1 8,51E+21 0,970 452,2 4,6 Regressao significativa
Residual 2,64E+20 14 1,88E+19
Falta de Ajuste 1,39E+20
J / 1,98E+19 1,1 3,4 Modelo Ajustado
Erro Puro 1,25E+20 7 1,78E+19
Total 8,77E+21 15
Composto: Cialotrina lambda Faixa linear: 10 - 250 ug/L
N° de pontos excluidos: 3
Fonte de Soma Graus de Média )
Fealc Fia Resul
Variagao Quadrdtica liberdade quadratica ! ab esultado
Modelo 6,67E+20
1 6,67E+20 0,994 1954,1 4,8 Regressao significativa
Residual 3,76E+18 11 3,41E+17
Falta de Ajuste 1,79E+18
J 6 2,98E+17 0,8 5,0 Modelo Ajustado
Erro Puro 1,96E+18 5 3,93E+17
Total 6,71E+20 12
Composto: Ciflutrina Faixa linear: 25 -300 ug/L
N° de pontos excluidos: 3
Fonte de Soma Graus de Média 5
Varia¢do Quadrética liberdade quadratica r Feac Fan Resultado
Modelo 3,33E+21 e
1 3,33E+21 0,969 3479 4,8 Regressao significativa
Residual 1,05E+20 11 9,56E+18
Falta de Ajuste 4,78E+19 7,97E+1 .
J 6 I7E+18 0,7 5,0 Modelo Ajustado
Erro Puro 5,73E+19 5 1,15E+19
Total 3,43E+21 12
Composto: Cipermetrina Faixa linear: 25 -300 ug/L
N° de pontos excluidos: 4
Fonte de Soma Graus de Média )
Varia¢do Quadrética liberdade quadratica r Feac Fan Resultado
Modelo 7,83E+21
1 7,838+21 0,974 376,6 5,0 Regressao significativa
Residual 2,08E+20 10 2,08E+19
Falta de Ajuste 1,53E+20
J 6 2,55E+19 1,9 6,2 Modelo Ajustado
Erro Puro 5,49E+19 4 1,37E+19
Total 8,04E+21 11




Composto: Clordano Faixa linear: 5- 250 ug/L

N° de pontos excluidos: 3
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Fonte de Soma Graus de Média 2 F £ Resultado
Variac3o Quadratica liberdade quadrética calc tab
Modelo 4,60E+19
1 4,60E+19 0,983 733,4 4,7 Regressao significativa
Residual 8,15E+17 13 6,27E+16
Falta de Ajuste 3,29E+17
J / 4,70E+16 0,6 4,2 Modelo Ajustado
Erro Puro 4,86E+17 6 8,10E+16
Total 4,68E+19 14
Composto: Clorpirifds etilico Faixa linear: 5 - 250 ug/L
N° de pontos excluidos: 1
Fonte de Soma Graus de Média 5
Fealc Fia Resul
Variacao Quadratica liberdade quadratica ! tab esultado
Modelo 1,10E+22
1 1,10E+22 0,989 1311,5 4,5 Regressao significativa
Residual 1,26E+20 15 8,37E+18
Falta de Ajuste 7,02E+19
J / 1,00E+13 1,4 3,5 Modelo Ajustado
Erro Puro 5,54E+19 8 6,93E+18
Total 1,11E+22 16
Composto: Clorpirifés metilico Faixa linear: 10 - 300 ug/L
N° de pontos excluidos: 2
Fonte de Soma Graus de Média 5
Variac¢3o Quadrética liberdade quadratica r Feae Fiao Resultado
Modelo 1,09E+23 P
1 1,098+23 0,930 1374,8 4,6 Regressao significativa
Residual 1,11E+21 14 7,91E+19
Falta de Ajuste 8,55E+20 7 1,22E+2 .
) 228420 3,4 3,8 Modelo Ajustado
Erro Puro 2,53E+20 7 3,61E+19
Total 1,10E+23 15
Composto: Cresoxim metilico Faixa linear: 5 - 250 ug/L
N° de pontos excluidos: 2
Fonte de Soma Graus de Média 5
Variac¢3o Quadrética liberdade quadratica r Feae Fiao Resultado
Modelo 5,11E+22
1 511E+22 0,989 1257,1 4,6 Regressao significativa
Residual 5,69E+20 14 4,06E+19
Falta de Ajuste 4,78E+20
J / 6,83E+19 5,3 3,8 Falta de Ajuste
Erro Puro 9,07E+19 7 1,30E+19
Total 5,17E+22 15




Composto: Deltametrina Faixa linear: 5-300 ug/L

N° de pontos excluidos: 3

104

Fonte de Soma Graus de Média 2 F £ Resultado
Variac3o Quadratica liberdade quadrética calc tab
Modelo 1,52E+21
1 1,52E+21 0,978 582,7 4,7 Regressao significativa
Residual 3,39E+19 13 2,61E+18
Falta de Ajuste 2,45E+19
J / 3,50E+18 2,2 4,2 Modelo Ajustado
Erro Puro 9,45E+18 6 1,57E+18
Total 1,55E+21 14
Composto: Dicofol Faixa linear: 5 - 300 ug/L
N° de pontos excluidos: 2
Fonte de Soma Graus de Média 5
Fealc Fia Resul
Variacao Quadratica liberdade quadratica ! tab esultado
Modelo 6,41E+23
1 6,41E+23 0,947 286,7 4,5 Regressao significativa
Residual 3,58E+22 16 2,24E+21
Falta de Ajuste 2,58E+22
J 8 3,238+21 2,6 3,4 Modelo Ajustado
Erro Puro 9,95E+21 8 1,24E+21
Total 6,77E+23 17
Composto: DDT Faixa linear: 10 - 300 ug/L
N° de pontos excluidos: 4
Fonte de Soma Graus de Média 5
Variac¢3o Quadrética liberdade quadratica r Feae Fiao Resultado
Modelo 2,49E+24 e
1 2,49E+24 0,394 1857,4 4,7 Regressdo significativa
Residual 1,61E+22 12 1,34E+21
Falta de Ajuste 1,60E+22 7 2,29E+21 .
J 29+ 2,8 4,9 Modelo Ajustado
Erro Puro 4,02E+21 5 8,04E+20
Total 2,51E+24 13
Composto: Dieldrin Faixa linear: 5 - 300 ug/L
N° de pontos excluidos: 4
Fonte de Soma Graus de Média 5
Variac¢3o Quadrética liberdade quadratica r Feac Fiao Resultado
Modelo 3,30E+20
1 3,30E+20 0,985 916,5 4,6 Regressao significativa
Residual 5,04E+18 14 3,60E+17
Falta de Ajuste 4,77E+17
J 8 >,96E+16 0,1 4,1 Modelo Ajustado
Erro Puro 4,56E+18 6 7,61E+17
Total 3,35E+20 15




Composto: Endossulfam alfa Faixa linear: 5 - 250 ug/L

N° de pontos excluidos: 3
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Fonte de Soma Graus de Média 2 F E Resultado
Variac3o Quadratica liberdade quadrética calc tab
Modelo 1,11E+20
1 1,11E+20 0,958 299,9 4,7 Regressao significativa
Residual 4,80E+18 13 3,69E+17
Falta de Ajuste 2,61E+18
J / 3,738+17 1,0 4,2 Modelo Ajustado
Erro Puro 2,19E+18 6 3,65E+17
Total 1,16E+20 14
Composto: Endossulfam beta Faixa linear: 5 - 300 ug/L
N° de pontos excluidos: 4
Fonte de Soma Graus de Média 5
Fealc Fia Resul
Variacao Quadratica liberdade quadratica ! tab esultado
Modelo 2,47E+20
1 2,47€+20 0,986 1015,2 4,6 Regressao significativa
Residual 3,40E+18 14 2,43E+17
Falta de Ajuste 3,45E+18
J 8 4,31E+17 0,6 4,1 Modelo Ajustado
Erro Puro 4,55E+18 6 7,59E+17
Total 2,50E+20 15
Composto: Endossulfam sulfato Faixa linear: 5-250 ug/L
N° de pontos excluidos: 4
Fonte de Soma Graus de Média )
Variac¢3o Quadrética liberdade quadratica f Feae Fiao Resultado
Modelo 2,71E+20 e
1 2,71E+20 0,967 355,6 4,7 Regressao significativa
Residual 9,16E+18 12 7,63E+17
Falta de Ajuste 1,87E+18 7 2,68E+17 .
) /68E+ 0,2 4,9 Modelo Ajustado
Erro Puro 7,28E+18 5 1,46E+18
Total 2,80E+20 13
Composto: Endrin Faixa linear: 5 - 250 ug/L
N° de pontos excluidos: 1
Fonte de Soma Graus de Média 5
Variac¢3o Quadrética liberdade quadratica r Feac Fiao Resultado
Modelo 6,62E+19
1 6,62E+19 0,932 205,0 4,5 Regressao significativa
Residual 4,85E+18 15 3,23E+17
Falta de Ajuste 3,50E+18
J 7 >,00E+17 3,0 3,7 Modelo Ajustado
Erro Puro 1,34E+18 8 1,68E+17
Total 7,11E+19 16




Composto: Epoxiconazol Faixa linear: 5- 250 ug/L

N° de pontos excluidos: 3
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Fonte de Soma Graus de Média 2 F £ Resultado
Variac3o Quadratica liberdade quadrética calc tab
Modelo 6,22E+20
1 6,22E+20 0,985 855,2 4,7 Regressao significativa
Residual 9,45E+18 13 7,27E+17
Falta de Ajuste 2,17E+18
J / 3,098+17 0,3 4,2 Modelo Ajustado
Erro Puro 7,29E+18 6 1,21E+18
Total 6,31E+20 14
Composto: Esfenvalerato Faixa linear: 25 -300 ug/L
N° de pontos excluidos: 4
Fonte de Soma Graus de Média 5
Fealc Fia Resul
Variacao Quadratica liberdade quadratica ! tab esultado
Modelo 1,32E+21
1 1,32E+21 0,954 207,7 5,0 Regressao significativa
Residual 6,37E+19 10 6,37E+18
Falta de Ajuste 4,69E+19
J 6 /,82E+18 1,9 6,2 Modelo Ajustado
Erro Puro 1,68E+19 4 4,20E+18
Total 1,39E+21 11
Composto: Fenitrotiona Faixa linear: 5-300 ug/L
N° de pontos excluidos: 2
Fonte de Soma Graus de Média 5
Variac¢3o Quadrética liberdade quadratica r Feae Fiao Resultado
Modelo 5,82E+22 e
1 5,82E+22 0,987 1176,5 4,5 Regressao significativa
Residual 7,91E+20 16 4,94E+19
Falta de Ajuste 4,43E+20 4E+1 .
) 8 >,24E+19 0,7 3,4 Modelo Ajustado
Erro Puro 6,10E+20 8 7,63E+19
Total 5,90E+22 17
Composto: Fempropatrina Faixa linear: 50 - 300 ug/L
N° de pontos excluidos: 3
Fonte de Soma Graus de Média 5
Variac¢3o Quadrética liberdade quadratica r Feac Fiao Resultado
Modelo 5,11E+20
1 511E+20 0,956 193,4 5,1 Regressao significativa
Residual 2,38E+19 9 2,64E+18
Falta de Ajuste 6,77E+18
J > 1,358+18 0,3 6,2 Modelo Ajustado
Erro Puro 1,70E+19 4 4,25E+18
Total 5,35E+20 10




Composto: Fenvalerato Faixa linear: 25 - 300 ug/L

N° de pontos excluidos: 4
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Fonte de Soma Graus de Média 2 F £ Resultado
Variac3o Quadratica liberdade quadrética calc tab
Modelo 4,04E+21
1 4,04E+21 0,990 946,4 5,0 Regressao significativa
Residual 4,27E+19 10 4,27E+18
Falta de Ajuste 7,22E+18
J 6 1,20E+18 0,1 4,5 Modelo Ajustado
Erro Puro 3,55E+19 4 8,87E+18
Total 4,09E+21 11
Composto: Fipronil Faixa linear: 5 - 250 ug/L
N° de pontos excluidos: 4
Fonte de Soma Graus de Média 5
Fealc Fia Resul
Variacao Quadratica liberdade quadratica ! tab esultado
Modelo 5,09E+20
1 5,09€+20 0,972 415,9 4,7 Regressao significativa
Residual 1,47E+19 12 1,22E+18
Falta de Ajuste 6,42E+18
J / 9,18E+17 0,6 4,9 Modelo Ajustado
Erro Puro 8,27E+18 5 1,65E+18
Total 5,24E+20 13
Composto: HCH alfa Faixa linear: 5-300 ug/L
N° de pontos excluidos: 2
Fonte de Soma Graus de Média 5
Variac¢3o Quadrética liberdade quadratica r Feae Fiao Resultado
Modelo 3,45E+23 P
1 3,45E+23 0,990 1629,0 4,5 Regressao significativa
Residual 3,39E+21 16 2,12E+20
Falta de Ajuste 1,84E+21 2,30E+2 .
) 8 ,30E+20 1,2 3,4 Modelo Ajustado
Erro Puro 1,55E+21 8 1,94E+20
Total 3,48E+23 17
Composto: HCH beta_gama Faixa linear: 5 -300 ug/L
N° de pontos excluidos: 2
Fonte de Soma Graus de Média 5
Variac¢3o Quadrética liberdade quadratica r Feac Fiao Resultado
Modelo 9,38E+23
1 9,38E+23 0,982 855,4 4,5 Regressao significativa
Residual 1,75E+22 16 1,10E+21
Falta de Ajuste 3,33E+21
J 8 4,16E+20 0,2 3,4 Modelo Ajustado
Erro Puro 1,42E+22 8 1,78E+21
Total 9,55E+23 17




Composto: Hexaclorobenzeno Faixa linear: 5-300 ug/L

N° de pontos excluidos: 2
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Fonte de Soma Graus de Média 2 F E Resultado
Variac3o Quadratica liberdade quadrética calc tab
Modelo 7,13E+22
1 7,138+22 0,990 1587,6 4,5 Regressao significativa
Residual 7,18E+20 16 4,49E+19
Falta de Ajuste 3,09E+22
J 8 3,86E+21 0,8 3,4 Modelo Ajustado
Erro Puro 3,64E+22 8 4,55E+21
Total 7,20E+22 17
Composto: Heptacloro Faixa linear: 5 - 300 ug/L
N° de pontos excluidos: 4
Fonte de Soma Graus de Média 5
Fealc Fia Resul
Variacao Quadratica liberdade quadratica ! tab esultado
Modelo 3,01E+20
1 3,01E+20 0,985 926,8 4,6 Regressao significativa
Residual 4,55E+18 14 3,25E+17
Falta de
. 2,70E+18 .
Ajuste 8 3,38E+17 1,1 4,1 Modelo Ajustado
Erro Puro 1,85E+18 6 3,08E+17
Total 3,06E+20 15
Composto: Heptacloro epoxido Faixa linear: 10 - 300 ug/L
N° de pontos excluidos: 4
Fonte de Soma Graus de Média 3
Fealc Fia Resul
Variagao Quadratica liberdade quadratica ! tab esultado
Modelo 5,53E+21
1 5,53E+21 0,997 3539,5 4,7 Regressao significativa
Residual 1,88E+19 12 1,56E+18
Falta de Ajuste 8,12E+18
J / 1,16E+18 0,5 4,9 Modelo Ajustado
Erro Puro 1,06E+19 5 2,13E+18
Total 5,55E+21 13
Composto: Malationa Faixa linear: 5 - 250 ug/L
N° de pontos excluidos: 4
Fonte de Soma Graus de Média 3
Variac3o Quadratica liberdade quadrética Feac Fao Resultado
Modelo 9,53E+22
1 9,53E+22 0,987 914,4 4,7 Regressao significativa
Residual 1,25E+21 12 1,04E+20
Falta de Ajuste 6,30E+20
J / 9,00E+19 0,7 4,9 Modelo Ajustado
Erro Puro 6,21E+20 5 1,24E+20
Total 9,66E+22 13




Composto: Miclobutanil Faixa linear: 5 - 250 ug/L

N° de pontos excluidos: 3
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Fonte de Soma Graus de Média 2 F F Resultado
Variag3o Quadratica liberdade quadratica cale eb
Modelo 8,31E+21
1 8,31E+21 0,989 1156,8 4,7 Regressao significativa
Residual 9,34E+19 13 7,18E+18
Falta de Ajuste 4,64E+19
) / 6,62E+18 0,8 4,2 Modelo Ajustado
Erro Puro 4,70E+19 6 7,84E+18
Total 8,40E+21 14
Composto: Mirex Faixa linear: 5- 250 ug/L
N° de pontos excluidos: 4
Fonte de Soma Graus de Média )
Fealc Fia Resul
Variacao Quadratica liberdade quadratica ! tab esultado
Modelo 3,44E+19
1 3,44E+19 0,995 2194,7 4,7 Regressao significativa
Residual 1,88E+17 12 1,57E+16
Falta de Ajuste 9,98E+16
) / 1,43E+16 0,8 4,9 Modelo Ajustado
Erro Puro 8,83E+16 5 1,77E+16
Total 3,46E+19 13
Composto: Oxifluorfem Faixa linear: 5-250 ug/L
N° de pontos excluidos: 1
Fonte de Soma Graus de Média 5
Varia¢do Quadrética liberdade quadratica r Feac Fan Resultado
Modelo 1,33E+22 e
1 1,338+22 0,985 954,9 4,5 Regressao significativa
Residual 2,09E+20 15 1,40E+19
Falta de Ajuste 1,28E+20 7 1,83E+1 .
J 83E+19 1,8 3,5 Modelo Ajustado
Erro Puro 8,11E+19 8 1,01E+19
Total 1,35E+22 16
Composto: Parationa etilica Faixa linear: -
N° de pontos excluidos: -
Fonte de Soma Graus de Média 5
Variagdo Quadrética liberdade quadratica r Feae Fian Resultado
Modelo 1,23E+22
1 1,23e+422 0,964 240,0 5,1 Regressao significativa
Residual 4,61E+20 9 5,13E+19
Falta de Ajuste 4,10E+20
) > 8,20E+15 7,8 6,3 Falta de Ajuste
Erro Puro 4,18E+19 4 1,05E+19
Total 1,28E+22 10




Composto: Permetrina Faixa linear: 10 - 300 ug/L

N° de pontos excluidos: 4
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Fonte de Soma Graus de Média 2 F £ Resultado
Variac3o Quadratica liberdade quadrética calc tab
Modelo 1,03E+20
1 1,038+20 0,931 161,9 4,7 Regressao significativa
Residual 7,63E+18 12 6,36E+17
Falta de Ajuste 2,79E+18
J / 3,98E+17 0,3 4,9 Modelo Ajustado
Erro Puro 6,26E+18 5 1,25E+18
Total 1,11E+20 13
Composto: Pendimetalina Faixa linear: 10 - 300 ug/L
N° de pontos excluidos: 4
Fonte de Soma Graus de Média )
Fealc Fia Resul
Variacao Quadratica liberdade quadratica ! tab esultado
Modelo 5,00E+20
1 5,00+20 0,983 691,5 4,7 Regressao significativa
Residual 8,67E+18 12 7,23E+17
Falta de Ajuste 3,79E+18
J / >,42E+17 0,6 4,9 Modelo Ajustado
Erro Puro 4,88E+18 5 9,76E+17
Total 5,08E+20 13
Composto: Procimidona Faixa linear: 50 - 300 ug/L
N° de pontos excluidos: 2
Fonte de Soma Graus de Média 5
Variac¢3o Quadrética liberdade quadratica r Feae Fiao Resultado
Modelo 1,26E+21 P
1 1,26E+21 0,997 3051,3 5,0 Regressao significativa
Residual 4,13E+18 10 4,13E+17
Falta de Ajuste 9,57E+17 1,91E+17 .
) > I1E+ 0,3 5,1 Modelo Ajustado
Erro Puro 3,17E+18 5 6,34E+17
Total 1,26E+21 11
Composto: Propiconazol Faixa linear: -
N° de pontos excluidos: -
Fonte de Soma Graus de Média 5
Variagdo  Quadrética liberdade quadratica r Fear Fiao Resultado
Modelo 2,22E+20
1 2,22E+20 0,275 2,5 4,7  Regressdo ndo significativa
Residual 1,06E+21 12 8,81E+19
Falta de 1,48E+20
Ajuste
Erro Puro 5,73E+20
Total 8,08E+20 13




Composto: Protiofés
N° de pontos excluidos: 3

Faixa linear: 25 - 250 ug/L
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Fonte de Soma Graus de Média 2 £ E Resultado
Variagdo ~ Quadrdtica liberdade quadratica cale teb
Modelo 1,22E+22
1 1,22e+22 0,981 461,5 5,2 Regressao significativa
Residual 2,37E+20 9 2,63E+19
Falta de Ajuste 2,24E+20
J > 4,48E+19 4,4 6,3 Modelo Ajustado
Erro Puro 4,08E+19 4 1,02E+19
Total 1,24E+22 10
Composto: Quintozeno Faixa linear: 5-300 ug/L
N° de pontos excluidos: 2
Fonte de Soma Graus de Média )
Fealc Fia Resul
Variagao Quadratica liberdade quadratica ! teb esultado
Modelo 8,56E+22
1 8,56E+22 0,981 833,4 45 Regressao significativa
Residual 1,64E+21 16 1,03E+20
Falta de Ajuste 2,11E+20
J 8 2,64E+19 0,1 3,4 Modelo Ajustado
Erro Puro 1,43E+21 8 1,79E+20
Total 8,72E+22 17
Composto: Teflutrina Faixa linear: 5-300 ug/L
N° de pontos excluidos: 2
Fonte de Soma Graus de Média 5
Varia¢do Quadrética liberdade quadratica r Feac Fab Resultado
Modelo 2,97E+23 e
1 2,978+23 0,930 1635,6 4,5 Regressao significativa
Residual 2,90E+21 16 1,82E+20
Falta de Ajuste 1,98E+21 2,48E+2 .
J 8 A8E+20 2,2 3,4 Modelo Ajustado
Erro Puro 9,20E+20 8 1,15E+20
Total 3,00E+23 17
Composto: Tetradifona Faixa linear: 5 - 250 ug/L
N° de pontos excluidos: 1
Fonte de Soma Graus de Média )
Variagdo  Quadratica liberdade quadrética ' Fae  Frab Resultado
Modelo 5,49E+21
1 549E+21 0,973 548,3 45 Regressao significativa
Residual 1,50E+20 15 1,00E+19
Falta de
. 7,97E+19 .
Ajuste 7 1,14E+19 1,3 3,5 Modelo Ajustado
Erro Puro 7,03E+19 8 8,79E+18
Total 5,64E+21 16




Composto: Transflutrina
N° de pontos excluidos: 2

Faixa linear: 5- 300 ug/L
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Fonte de Soma Graus de Média ) E E Resultado
Variagdo Quadrética liberdade quadrética cale tab
Modelo 8,09E+23
1 8,09E+23 0,990 1598,8 4,5 Regressao significativa
Residual 8,10E+21 16 5,06E+20
Falta de 5,25E+21 ,
Ajuste 8 6,56E+20 0,0 3,4 Modelo Ajustado
Erro Puro 3,64E+23 8 4,56E+22
Total 8,17E+23 17
Composto: Trifluralina Faixa linear: 5-300 ug/L
N° de pontos excluidos: 2
Fonte de Soma Graus de Média )
Variagdo Quadrética liberdade quadratica ' Feae Fab Resultado
Modelo 4,17E+23
1 4,178+23 0,991 1685,4 4,5 Regressao significativa
Residual 3,96E+21 16 2,47E+20
Falta de Ajuste 2,49E+21 ,12E+2 .
J 8 3 +20 1,7 3438,0 Modelo Ajustado
Erro Puro 1,46E+21 8 1,83E+20
Total 4,21E+23 17
Composto: PCB 18 Faixa linear: 5 - 250 ug/L
N° de pontos excluidos: 3
Fonte de Soma Graus de Média )
Fealc Fia Resul
Variagdo Quadratica liberdade quadratica ! ab esultado
Modelo 6,06E+20
1 6,06E+20 0,986 754,7 4,8 Regressao significativa
Residual 8,83E+18 11 8,03E+17
Falta de Ajuste 2,46E+18
J 6 4,10E+17 0,3 5,0 Modelo Ajustado
Erro Puro 6,37E+18 5 1,27E+18
Total 6,15E+20 12
Composto: PCB 28_31 Faixa linear: 5 -300 ug/L
N° de pontos excluidos: 4
Fonte de Soma Graus de Média 3
Variagdo Quadrética liberdade quadratica Feac Frap Resultado
Modelo 2,78E+20
1 2,78E+20 0,976 573,0 4,6 Regressao significativa
Residual 6,80E+18 14 4,85E+17
Falta de Ajuste  2,90E+20
J 8 3,62E+15 0,7 4,1 Modelo Ajustado
Erro Puro 3,05E+20 6 5,08E+19
Total 2,85E+20 15




Composto: PCB 44
N° de pontos excluidos: 4

Faixa linear: 5 - 250 ug/L
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Fonte de Soma Graus de Média 2 F E Resultado
Variac3o Quadratica liberdade quadrética calc tab
Modelo 1,89E+20
1 1,89E+20 0,971 396,0 4,7 Regressao significativa
Residual 5,73E+18 12 4,78E+17
Falta de Ajuste 5,96E+20
J / 8,52E+19 0,8 4,9 Modelo Ajustado
Erro Puro 5,41E+20 5 1,08E+20
Total 1,95E+20 13
Composto: PCB 52 Faixa linear: 5 - 250 ug/L
N° de pontos excluidos: 3
Fonte de Soma Graus de Média 5
Fealc Fia Resul
Variacao Quadratica liberdade quadratica ! tab esultado
Modelo 3,37E+21
1 3,37e+21 0,985 922,2 4,6 Regressao significativa
Residual 5,12E+19 14 3,66E+18
Falta de Ajuste 1,95E+19
J / 2,78E+18 0,6 3,8 Modelo Ajustado
Erro Puro 3,17E+19 7 4,53E+18
Total 3,42E+21 15
Composto: PCB 101 Faixa linear: 5-250 ug/L
N° de pontos excluidos: 1
Fonte de Soma Graus de Média 5
Variac¢3o Quadrética liberdade quadratica r Feac Fiao Resultado
Modelo 1,74E+21 P
1 1,74E+21 0,375 583,1 4,5 Regressao significativa
Residual 4,47E+19 15 2,98E+18
Falta de Ajuste 2,01E+19 7 2,87E+1 .
) B7E+18 0,9 3,5 Modelo Ajustado
Erro Puro 2,46E+19 8 3,08E+18
Total 1,78E+21 16
Composto: PCB 118 149 Faixa linear: 10 - 300 ug/L
N° de pontos excluidos: 4
Fonte de Soma Graus de Média 5
Variac¢3o Quadratica liberdade quadratica r Fear Fiao Resultado
Modelo 8,88E+20
1 8,88E+20 0,993 1050,8 4,7 Regressao significativa
Residual 1,01E+19 12 8,45E+17
Falta de Ajuste 5,66E+20
J / 8,09E+19 0,7 4,9 Modelo Ajustado
Erro Puro 5,77E+20 5 1,15E+20
Total 8,94E+20 13




Composto: PCB 138
N° de pontos excluidos: 4

Faixa linear: 5 - 250 ug/L
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Fonte de Soma Graus de Média 2 £ £ Resultado
Variac3o Quadratica liberdade quadrética calc tab
Modelo 4,64E+19
1 4,64E+19 0,953 2445 4,7 Regressao significativa
Residual 2,28E+18 12 1,90E+17
Falta de Ajuste 9,29E+17
J / 1,338+17 0,5 4,9 Modelo Ajustado
Erro Puro 1,35E+18 5 2,69E+17
Total 4,87E+19 13
Composto: PCB 153 Faixa linear: 5 - 300 ug/L
N° de pontos excluidos: 4
Fonte de Soma Graus de Média )
Fealc Fia Resul
Variagao Quadratica liberdade quadratica r ! ab esultado
Modelo 9,95E+19
1 9,958+13 0,964 370,7 4,6 Regressao significativa
Residual 3,76E+18 14 2,68E+17
Falta de Ajuste 3,58E+18
J 8 4,478+17 0,4 4,1 Modelo Ajustado
Erro Puro 7,46E+18 6 1,24E+18
Total 1,03E+20 15
Composto: PCB 170 Faixa linear: 5-250 ug/L
N° de pontos excluidos: 3
Soma Graus de Média 9
Quadrética liberdade quadratica r Feai Fan Resultado
Modelo 3,61E+20 NP
1 3,61E+20 0,980 632,8 4,7 Regressao significativa
Residual 7,42E+18 13 5,71E+17
Falta de Ajuste 4,00E+18 7 71E+17 .
J > 71E+ 1,0 4,2 Modelo Ajustado
Erro Puro 3,43E+18 6 5,71E+17
Total 3,69E+20 14
Composto: PCB 180 Faixa linear: 10 - 250 ug/L
N° de pontos excluidos: 3
Fonte de Soma Graus de Média 5
Variagio Quadratica liberdade quadrética r Feac Fab Resultado
Modelo 5,52E+20
1 5,52E+20 0,983 619,2 4,8 Regressao significativa
Residual 9,81E+18 11 8,92E+17
Falta de Ajuste  3,80E+20
J 6 6,33E+19 0,9 5,0 Modelo Ajustado
Erro Puro 3,44E+20 5 6,87E+19
Total 5,62E+20 12




Composto: PCB 194
N° de pontos excluidos: 3

Faixa linear: 10 - 250 ug/L
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Fonte de Soma Graus de Média 2 F E Resultado

Variac3o Quadratica liberdade quadrética calc tab
Modelo 1,59E+21

1 1,59E+21 0,988 876,8 4,8 Regressao significativa
Residual 1,99E+19 11 1,81E+18
Falta de Ajuste 4,69E+18
J 6 //81E+17 0,3 5,0 Modelo Ajustado
Erro Puro 1,52E+19 5 3,04E+18
Total 1,60E+21 12

Composto: PCB 209 Faixa linear: 5 - 300 ug/L
N° de pontos excluidos: 4

Fonte de Soma Graus de Média 5

Fealc Fia Resul

Variacao Quadratica liberdade quadratica ! tab esultado

Modelo 1,68E+20
1 1,68E+20 0,971 462,3 4,6 Regressao significativa
Residual 5,08E+18 14 3,63E+17
Falta de Ajuste 1,10E+19
J 8 1,38E+18 0,5 4,1 Modelo Ajustado
Erro Puro 1,60E+19 6 2,67E+18
Total 1,73E+20 15




