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Compostos conhecidos como disruptores enddécrinos (DEs), tais como agrotéxicos,
alquilfendis, horménios, dentre outras classes de substancias sdo responsaveis pela
alteracdo de funcbes do sistema enddcrino. Esse efeito ocorre quando os DEs
interagem com os receptores hormonais, alterando os padrdes de resposta natural
do sistema endocrimo. Os organismos aquaticos, como 0s peixes sdo capazes de
acumular concentragbes de DEs varias vezes superiores a agua ao seu redor.
Consequentemente, os peixes sdo uma importante fonte de contaminagao para seus
predadores e consumidores humanos. O presente trabalho teve como objetivo
desenvolver e validar um método rapido para a determinacdo de 40 disruptores
endécrinos em filé de peixe (jundid), utiizando QUEChERS modificado e
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas em série, empregando
analisador triplo quadrupolo (GC-(TQ)MS/MS). Utilizou-se do planejamento fatorial
em estrela para otimizacdo do procedimento de extracdo, o qual consiste da
extracédo de 10,0 g de filé de peixe com 10,0 mL de acetonitrila/1% (v/v) &cido
acético seguido de agitagdo manual por 1 min. Na etapa de particdo adicionou-se
2,0 g de cloreto de sodio, 1,7 g de acetato de sédio anidro e 0,3 g de sulfato de
magneésio anidro. Realizou-se agitagao por 1 min e centrifugagéo a 3400 rpm por 8
min. Em seguida, o extrato foi transferido para um tubo de polipropileno de 15 mL
contendo os sorventes C18 e PSA, além de sulfato de magnésio anidro. Foi
realizada a agitagdo manual e centrifugagdo, o extrato foi filtrado e analisado por
GC-(TQMS/MS. O meétodo foi validado fortificando a amostra “branco” em trés
niveis de concentragdo (10, 25 e 50 ug kg') obtendo valores de recuperacéo entre
70,1 e 120,0% para 36 dos 40 disruptores endocrinos avaliados. Valores de RSD
inferiores a 20% garantiram a boa precisdo do método. A linearidade foi avaliada
utilizando o coeficiente de determinagao (r2) sendo este maior que 0,996 para todos
os compostos. O efeito matriz foi avaliado, o qual foi bastante intenso para a maioria
dos compostos, com valores superiores a 10%. O efeito matriz foi compensado
utilizando-se curvas analiticas preparadas no extrato “branco” da matriz. A aplicacao
do método foi realizada em 6 amostras de filé de peixe de diferentes espécies, nas
quais residuos de bisfenol A, clorpirifés etilico e bifentrina foram encontrados. O
método QUEChERS modificado proposto para a determinacdo de disruptores
endocrinos em filé de peixe utilizando GC-(TQ)MS/MS mostrou ser eficaz, podendo
ser aplicado em analise de rotina.

Palavras Chave: QUEChERS, GC-(TQ)MS/MS, filé de peixe, disruptores enddcrinos



Vil

ABSTRACT

Master Dissertation
Graduate Program in Chemistry
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

DETERMINATION OF ENDOCRINE DISRUPTERS IN FISH FILLET BY
MODIFIED QUEChERS AND GC-(TQ)MS/MS

Author: Juliana Scariot Munaretto
Advisor: Prof. Dr. Renato Zanella
Santa Maria, 27" February, 2012

Endocrine Disrupter Compounds (EDCs) like pesticides, alkylphenols and hormones
among other classes of compounds are responsible for alterations in the endocrine
system functions. Endocrine disruption occurs when EDCs interact with the hormone
receptors, altering the natural response patterns of the endocrine system. Aquatic
organisms, such as fish, are able to accumulate EDCs residues in concentration
several times higher than the surrounding water. Consequently, fish is a major source
of contamination for both top predators and human consumers. This study aimed to
develop and validate a fast method for the determination of 40 endocrine disrupters
in fish fillet, using modified QUEChERS and Gas Chromatography coupled with Mass
Spectrometry in tandem, using a triple quadrupole analyzer (GC-(TQ)MS/MS). A
factorial design was performed to optimize the extraction procedure, which consist of
the extraction of 10.0 g of fish fillet with 10.0 mL of acetonitrile with 1% (v/v) of acetic
acid followed by manual shaking for 1 min. In the partition step 2.0 g of sodium
chloride, 1.7 g of anhydrous sodium acetate and 0.3 g of anhydrous magnesium
sulfate were added, followed by shaking and centrifugation at 3400 rpm for 8 min.
Then the extract was transferred to a 15 mL polypropylene tube containing the C18
and PSA sorbents, beyond the anhydrous magnesium sulfate. After shaking and
centrifuging, the supernatant was filtered and analyzed by GC-(TQ)MS/MS. The
method was validated by spiking the “blank” sample at three concentration levels (10,
25 and 50 pg kg™') obtaining recovery values between 70.1 to 120.0% for 36 of the
40 endocrine  disrupters  evaluated. RSD values below 20% ensured
the good precision of the method. The linearity was evaluated using the coefficient of
determination (r2) with values higher than 0.996 for all compounds. The matrix effect
was evaluated, and it was pretty intense for most compounds, with values exceeding
10%. This effect was compensated using analytical curves obtained with standards
prepared in “blank” matrix extracts. This method was applied in 6 samples of fish fillet
from different species. Residues of bisphenol A, chlorpyrifos and bifenthrin were
detected. Therefore, the modified QUEChERS method proved to be appropriated for
the determination of endocrine disrupters in fish fillet using GC-(TQ)MS/MS since it
showed to be effective and can be applied to routine analysis.

Keywords: QUEChERS, GC-(TQ)MS/MS, fish fillet, endocrine disrupters.
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INTRODUGAO

Organismos vivos estdo diariamente expostos a uma ampla variedade de
substancias quimicas, as quais podem ser encontradas nos alimentos, na agua, em
produtos de cuidado pessoal/doméstico e farmacéutico. Tais substancias podem
atingir efluentes industriais, esgotos domésticos, efluentes hospitalares, etc., e
contaminar o meio ambiente através de atividades antropogénicas. Muitas dessas
substancias sdo bastante preocupantes e devido a sua toxicidade uma maior
atencdo tem se dado, em especial, a uma classe de compostos, os disruptores
enddcrinos (BARREK et al., 2009; REINEN et al., 2010; EUROPEAN COMMISSION,
2010).

Disruptores endodcrinos (DEs) de acordo com a U.S.EPA (1997a) séao
conceituados como: “um agente exdgeno que interfere na sintese, secrecao,
transporte, ligagdo, acdo ou eliminacdo de horménios naturais os quais sao
responsaveis, pela manutencido da homeostase, reproducdo, desenvolvimento e/ou
comportamento”. Muitas classes de substéncias s&o classificadas como DEs, tais
como: agrotoéxicos, alquilfendis, hormédnios, bifenilas policloradas, bisfendis (sendo o
bisfenol A mais conhecido), dentre outras. Devido a presenga de DEs no meio
ambiente, observa-se que organismos aquaticos, como o0s peixes, sofrem grande
influéncia, podendo ser uma fonte de contaminagao importante aos seus predadores
e consumidores humanos (LeDOUX, 2011).

O peixe tem destaque na alimentagcdo humana, por apresentar elevada
quantidade de acidos graxos poliinsaturados, também conhecidos como émega 3,
0S quais possuem propriedades importantes a saude humana por serem
responsaveis pela prevencao e diminuicdo de sintomas de determinadas doencas.
Além disso, no Brasil a producéo de pescado aumentou 25% nos ultimos oito anos
sendo a regiao Nordeste a maior produtora de pescado, com 411 mil toneladas/ano,
e esse numero so tende a aumentar (MPA, 2010).

A fim de proteger a saude publica limites maximos de residuo (LMRs) séo
estabelecidos considerando riscos toxicoldgicos, contaminagdo ambiental e efeitos
microbioldgicos e farmacoldgicos. No Brasil a presenca de residuos de produtos de

uso veterinario e contaminantes ambientais em produtos de origem animal sdo



monitorados pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) por
meio do Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC).

Com isso, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver e validar um
método para a determinagdo de 40 disruptores enddécrinos em filé de peixe
(Rhamdia quelen) através do uso do método QUEChERS modificado e
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas em série (GC-
(TQ)MS/MS). Como objetivos especificos (I) realizar o planejamento fatorial para
otimizar o método de extracdo QUEChERS modificado, (Il) testar as melhores
condigdes de limpeza do extrato. Além disso, (lll) aplicar o método proposto em

amostras de outras espécies de peixes, além da espécie Rhamdia quelen (jundia).



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Peixe

1.1.1. Produgéao e Importancia do Pescado na Alimentagao

Segundo o Ministério da Pesca e Aquicultura - MPA (2010) a produgao
brasileira de pescado aumentou 25% nos ultimos oito anos, passando de 990.899
toneladas anuais para 1.240.813 em 2009. Houve um crescimento de 15,7% nos
anos de 2008 e 2009, sendo que a aquicultura apresentou uma elevacao de 43,8%,
passando de 289.050 toneladas/ano para 415.649 toneladas/ano. A aquicultura
(definida como o cultivo de organismos aquaticos para o consumo) teve um papel de
destaque no crescimento da producédo de pescado no pais. Somente a piscicultura
teve uma elevagao de 60,2% em 2008 e 2009, na comparagao com 2007. A criagao
de tilapia chegou a 132 mil toneladas/ano sendo o carro chefe da produg¢ao aquicola
e representa 39% do total de pescado cultivado. A producdo da pesca extrativa,
tanto maritima quanto continental (rios, lagos, etc.) passou no mesmo periodo de
783.176 toneladas para 825.164 toneladas/ano, um aumento em torno de 5,4%.

A maior regido produtora de pescado no Brasil € o Nordeste com 411 mil
toneladas/ano, seguida da regido Sul, com 316 mil/ano. A regido Norte esta em
terceiro lugar, com 263 mil toneladas, a Sudeste, com 177 mil e, por ultimo, Centro-
oeste, com 72 mil. Santa Catarina € o maior produtor entre os estados, com 207 mil
toneladas/ano, seguida do Para, com 136 mil toneladas. A Bahia, com 119 mil
toneladas, € o terceiro maior produtor nacional seguida de perto pelo Ceara, com 88
mil toneladas (MPA, 2010).

Até 2011 a expectativa do Ministério da Pesca e Aquicultura € de que a
producao total de pescado atinja a meta de 1,43 milhdo de toneladas, desse modo, a
aquicultura respondera por cerca de 570 mil toneladas/ano e a pesca extrativa, tanto
maritima quanto continental, com cerca de 860 mil toneladas/ano (MPA, 2010).

As exportacbes brasileiras no ano de 2008 alcangaram o montante de US$
239 milhdes, correspondendo a 36 mil toneladas. No acumulado de 2009 as
exportacdes brasileiras recuaram para US$ 169 milhdes, o que equivaleu a 30 mil



toneladas de pescado. Em termos proporcionais a redugao foi de 29% em valores e
de 18% em quantidade do produto. As importagdes brasileiras apresentaram
comportamento inverso, tanto em valores quanto em volume. No ano de 2008 o pais
importou US$ 658 milhdes e 208 mil toneladas, enquanto no ano seguinte as
importagdbes aumentaram para US$ 688 milhdes e para 230 mil toneladas. O
crescimento percentual foi, respectivamente, de 5% e de 10%. Por causa deste
conjunto de resultados, a balanga comercial brasileira entre 2008 e 2009 teve seu
déficit aumentado em 24% no volume financeiro e em 16% em quantidade (MPA,
2011).

Os alimentos funcionais, ou nutracéuticos, sao definidos como alimentos que,
além dos nutrientes basicos, possuem propriedades de prevengdo ou diminuigdo
dos sintomas de determinadas doencas. Dentre esses alimentos, destaca-se a carne
de peixe, na qual encontram-se acidos graxos poliinsaturados chamados de 6mega-
3, sendo os principais encontrados no peixe o acido eicosapentaendico (EPA) e o
acido docosahexaendico (DHA). Esses sao responsaveis pelos efeitos de protecéo a
salide humana (SUAREZ-MAHECHA et al., 2002; KRIS-ETHERTON; HARRIS;
APPEL, 2003).

1.1.2. Espécies de Peixes: Jundia, Carpa, Tilapia e Panga

Jundia é um peixe de agua doce da espécie Rhamdia quelen, o qual é
encontrado do sudeste do México ao centro da Argentina. Na regido Sul do Brasil &
uma espécie importante na piscicultura, pois, além de ser um peixe de facil manejo,
rapido crescimento e que se adapta bem as dietas elaboradas e variagbes do
ambiente €& considerado promissor para a criacdo intensiva, tendo boa aceitagao
pelos consumidores e maior valor comercial (CORREIA et al., 2009). Este é um
peixe de couro, cuja cor varia de marrom-avermelhado claro a cinza, com a parte
ventral do corpo mais clara. O crescimento do jundia é bastante pronunciado durante
os primeiros anos de vida, e o crescimento € maior nos machos do que nas fémeas
até o terceiro ou quarto ano, onde o inverso comega a ocorrer. O crescimento
maximo tedrico calculado das fémeas é de 66,5 cm enquanto dos machos é de 52

cm, as fémeas também levam vantagem quanto ao tempo de vida onde tendem a



viver uma vida tedrica maior de 21 anos, enquanto para os machos esse tempo € de
11 anos (BALDISSEROTTO; RADUNZ NETO, 2004).

A respiragao do jundia ocorre através das branquias, que sao estruturas de
cor vermelha, localizadas na cabega, a agua entra por sua boca passando através
das branquias, ocorrendo a passagem de oxigénio da agua para o sangue. A
anatomia do peixe consiste de um es6fago curto o qual faz a ligagao da cavidade da
boca e branquias com o estdbmago. No estdbmago € armazenado o alimento ingerido
e onde inicia-se a digestao das proteinas. Seguindo esse percurso, o alimento segue
para o intestino onde completa-se a digestdo e ocorre a absor¢do dos nutrientes.
Junto ao es6fago encontra-se o figado, o qual processa e armazena parte dos
nutrientes absorvidos, além de produzir a bile, a qual emulsifica as gorduras,
facilitando sua digestdo. Na época de reprodugao o jundia apresenta nas laterais da
cavidade abdominal as gbnodas, sendo os testiculos para produgdo de
espermatozoides para os machos, e para as fémeas, 0os ovarios nos quais sao
produzidos os ovulos. Uma bexiga natatéria auxilia o jundid a se manter na
profundidade desejada sem muito esfor¢o, o rim tem como fungéo a excregao de
metabalitos produzidos e do excesso de agua que entra no seu corpo. O jundia
podera armazenar gordura dentro da cavidade ventral, dependendo da sua
alimentacao (BALDISSEROTTO; RADUNZ NETO, 2004).

O jundia tem como habitat natural lagos e pogos fundos dos rios, preferindo
aguas mais calmas, com fundo de areia e lama, junto as margens e vegetagao.
Escondem-se entre troncos e pedras, de onde saem a noite para procurar alimento.
As larvas dessa espécie se alimentam de zooplancton, mas os adultos séo
omnivoros, com uma preferéncia por peixes, crustaceos, insetos, restos vegetais e
detritos organicos (BALDISSEROTTO; RADUNZ NETO, 2004; LAZZARI et al.,
2011).

As carpas apresentam corpo alongado e um pouco comprimido, labios
grossos, dois pares de barbilhdes no angulo da boca, e uns mais curtos sobre o
labio superior. Sua coloracédo é variavel, carpas selvagens sédo castanho/verde nas
laterais traseiras e superiores, com sombreamento amarelo ouro ventralmente.
Carpas cor de ouro sao criadas para fins ornamentais (FAO, 2012a). Essa espécie
vive principalmente no fundo das aguas, mas procura por comida nas camadas

média e alta de agua. A carpa € onivora, com tendéncia ao consumo de alimentos



de origem animal, tais como insetos aquaticos, larvas de insetos, vermes, moluscos,
e zoopléncton (FAO, 2012a). Sendo este o grupo de peixes mais cultivados no
mundo, representando aproximadamente 40% da producéo. Dentre elas, esta a
carpa hungara (Cyprinus carpio), espécie de acelerado crescimento e facil
adaptacao as condi¢cdes de cativeiro. No entanto, essa espécie pode apresentar
rejeigdo ao consumo pela populagéo, devido a um sabor indesejavel em sua carne,
adquirido pelo habito de revolver o fundo do tanque a procura de alimento
(CORREIA et al., 2009).

A tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) recebe esse nome por ser originaria
da bacia do Nilo e vem se tornando um dos principais peixes para a piscicultura em
todo o mundo. Esta espécie estda adaptada as condigbes de clima e praticas
criatériasmais correntes no Brasil. Por ser uma espécie eurialina, que se adapta
facilmente as aguas salobras, foi introduzida na regido nordestina pelo
Departamento Nacional de Obras Contra a Seca (DNOCS) em 1973, onde encontrou
condigdes favoraveis de crescimento e adaptou-se facilmente nos agudes. Além
disso, a producgao de tilapias pode ser aumentada com a reversao, que consiste na
introdugéo na racdo de hormdnio feminino ou masculino, sendo este ultimo o mais
habitual, coma finalidade de gerar tilapias de sexo, tamanho e pesos uniformes e
com rapido crescimento (VILA NOVA; GODOY; ALDRIGUE, 2005).

Pangasius hypophthalmus (panga) é uma das principais espécies de pesca
no rio Mekong, localizado no sudeste asiatico, sendo um dos maiores e mais
importante local de pesca do mundo. O Vietna exporta essa espécie para mais de 80
paises. O panga possui corpo longo, cabecga relativamente pequena, boca larga com
pequenos dentes afiados, olhos grandes. Os peixes jovens apresentam uma listra
preta ao longo da linha lateral e outra linha preta logo abaixo desta linha. Os adultos
sdo grandes de coloragdo cinza uniforme, mas as vezes com tom esverdeado e
laterais prateadas (FAO, 2012b).

O percentual de gordura em peixes € bastante variado principalmente por
sofrer influéncia da dieta devido a sua composigédo de acidos graxos, pois uma dieta
rica em acido graxos (6mega 3) poderia aumentar o teor destes na carne, e assim
agregar valor ao produto (BALDISSEROTTO; RADUNZ NETO, 2004). Em jundias
juvenis inteiros (50 g de peso corporal) pode variar de 2,5 a 5,7%, em jundias

maiores (200 a 450 g de peso corporal), o teor de gordura no musculo fica em torno



de 3% ou mais (BALDISSEROTTO; RADUNZ NETO, 2004). O percentual de
gordura na tilapia € baixo, cerca de 1% (NORLI; CHRISTIANSEN; DERIBE, 2011).

1.2. Sistema Endocrino

Todos os mamiferos, aves, peixes e outros organismos vivos possuem um
sistema enddcrino (SE). O SE é composto por: (1) glandulas localizadas por todo o
corpo; (2) horménios que sdo produzidos pelas glandulas e liberados na corrente
sanguinea ou fluido que envolve as células. Além de (3) receptores em varios 6rgaos
e tecidos, os quais reconhecem e respondem aos horménios através da interagéo
com o DNA (acido desoxirribonucléico) da célula ou por meio de outros complexos
processos de sinalizagdo intracelular (REIS FILHO; ARAUJO; VIEIRA, 2006;
GHISELLI; JARDIM, 2007; EUROPEAN COMMISSION, 2007;U.S.EPA, 2010).

O sistema enddcrino € um dos trés sistemas reguladores em seres humanos
e animais, os outros sao: o sistema nervoso e imunoldgico. Apresentando assim,
importante influéncia ao regulamentar o crescimento, desenvolvimento e
mecanismos homeostaticos, como: estrutura e fungao reprodutiva; manutencédo dos
niveis normais de glicose e ions no sangue; controle do metabolismo geral do
organismo; pressao arterial; e outras fungdes. Algumas das principais glandulas
enddcrinas incluem a hipdfise, tiredide, pancreas, supra-renais e gbénadas
masculinas e femininas (testiculos e ovarios) (U.S.EPA, 1997b).

Horménios sdo mensageiros quimicos que coordenam o funcionamento do
organismo como um todo, respondendo pela comunicagao entre diferentes tipos de
células. A identificacdo ocorre através de receptores, os quais sao estruturas
protéicas especializadas em reconhecimento molecular. Apés a interagdo (hormdnio-
receptor) ocorre uma série de reagdes bioquimicas, levando a respostas bioldgicas
especificas (GUYTON, 1988; LINTELMANN et al., 2003; REIS FILHO; ARAUJO;
VIEIRA, 2006; GHISELLI; JARDIM, 2007; U.S.EPA, 2010).

Os hormoénios sexuais sao produzidos a partir do colesterol e sao
classificados em trés grupos principais, de acordo com o numero de atomos de
carbono, derivados da progesterona (horménios da gravidez), com 21 carbonos.

Com 19 carbonos, derivados da androsterona (horménios sexuais masculinos) e



derivados da estrona (hormdnios sexuais femininos), com 18 atomos de carbono
(LINTELMANN et al., 2003; REIS FILHO; ARAUJO; VIEIRA, 2006). O principal local
de sintese desses hormébnios sdo no corpo luteo (progestéogenos), testiculos

(androégenos) e para os estrégenos, os ovarios (LINTELMANN et al., 2003).

1.2.1. Hormoénios Sexuais Femininos e Masculinos

Os hormoénios sexuais femininos — estrégenos e progestégenos -—
desempenham diferentes fun¢des no organismo feminino. Os estrogenos (estradiol,
estrona, estriol, dentre outros) sdo responsaveis pelas caracteristicas sexuais
secundarias femininas e regulacdo da reprodugdo. O estradiol estimula a
proliferagdo e crescimento nos o6rgdos do trato reprodutivo, causa também o
desenvolvimento do endométrio do utero, além de influenciar na libido. A
progesterona ajuda a regular as mudangas que ocorrem durante a menstruagao e
influencia o desenvolvimento de membranas fetais e glandulas mamarias durante a
gestacdo. A metabolizagdo desses horménios ocorre principalmente no figado, e os
compostos lipofilicos sdo conjugados com o acido glucurdnico ou com sulfato para
aumentar sua solubilidade em agua e entdo serem excretados pelos rins. Uma
pequena parte dos conjugados pode retornar pela circulagdo enterohepatica e servir
novamente como hormoénio ativo na circulagdo (LINTELMANN et al., 2003).

Os principais hormbnios masculinos sido a testosterona e a diidrotestosterona,
0s quais promovem o desenvolvimento e diferenciagdo nos orgaos reprodutivos
masculinos, antes e ap6s o nascimento. Os androgénios responsaveis pelas
caracteristicas secundarias masculinas contribuem nas fungdes para o crescimento
de ossos e aumento na sintese de proteinas, especialmente nos musculos. Na idade
adulta a testosterona € essencial para a producao de espermatozoides. Sendo a
testosterona o principal horménio produzido e liberado, o mesmo é metabolizado nos
tecidos periféricos (30 a 50%) e no figado (50 a 70%) (LINTELMANN et al., 2003).

A testosterona € reduzida a um androgeno mais potente, 5a-
diidrotestosterona (DHT) pela fragdo microssomal em alguns 6rgéos (ex: préstata e
epididimo), além de ser precursor de estradiol e estrona. Assim, horménios sexuais

masculinos e femininos sdo secretados por ambos o0s sexos, mas hormoénios



masculinos sado secretados em maiores quantidades e sdao mais potentes em
homens. Os horménios femininos sdo excretados em maiores quantidades e mais
ativos em mulheres (LINTELMANN et al., 2003).

Esterdides sexuais apresentam fungbes muito importantes na diferenciagao
de mamiferos, a qual é genética e hormonalmente regulada. O processo de
diferenciagcao sexual é muito sensivel a respeito de influéncias externas devido a

enorme complexidade envolvida nas reag¢des (LINTELMANN et al., 2003).

1.2.2. Hormobnios Sexuais em Peixe

Embora o sistema enddcrino seja altamente conservado no reino animal,
diferengas entre espécies existem e podem afetar a sensibilidade e resposta aos
disruptores enddcrinos (definigho em 1.4.1). Essas diferengas incluem a
variabilidade quantitativa e qualitativa nos niveis de hormdnios enddgenos e
receptores, diferengcas na duragdo dos periodos criticos de desenvolvimento e
diferengas nos processos de determinagao do sexo (LINTELMANN et al., 2003).

Os peixes tém o esterdide ovariano 17B-estradiol como seu principal
horménio, assim como os mamiferos. A diferenca é relacionada quanto aos
horménios andrégenos, em que além da testosterona, também o 11-
cetotestosterona e o  11B-hidroxitestosterona s&o responsaveis pelo
desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias masculinas e pela indugao
a espermatogénese (U.S.EPA, 2006; LINTELMANN et al., 2003; BALDISSEROTTO,
2009). A expressao da sexualidade nos peixes € bastante diversificada, pois os
mesmos podem ser gonocoristas, ou seja, possuirem gbnadas femininas ou
masculinas. Ou pode ocorrer o hermafroditismo, quando ha a presencga de ovarios e
testiculos no mesmo peixe. Quando se trata de cultivo de peixe a maioria € do tipo
gonocorista, e em algumas espécies pode ocorrer o hermafroditismo transitério no
periodo da juventude. Todo o processo de reversao sexual € normalmente concluido
em cerca de 40 dias apos a incubacdo, mas tende a se prolongar em peixes
submetidos a um crescimento retardado em seus primeiros anos de vida. O uso de

altas doses de horménios sexuais em criagdes de peixe, influenciando o sexo dos
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mesmos, € um meétodo comum para obter culturas com um Unico sexo
(LINTELMANN et al., 2003; BALDISSEROTTO, 2009).

A vitelogenina (VTG) é uma proteina que desempenha um importante papel
no sistema reprodutivo de vertebrados oviparos fémeas. E uma fosfolipoproteina
sintetizada no figado e é regulada por estrégenos, tipicamente, 17(3-estradiol e
transportada através do sangue para os ovarios, onde sao incorporados no
desenvolvimento dos 6vulos. O gene da VTG também esta presente em organismos
machos, mas sob condi¢des normais nao é expressivo, possivelmente devido a
baixa concentragdo de estradiol no sangue. No entanto, o aumento de VTG no
plasma do organismo, serve como marcador para a exposi¢cdo de peixes machos a
diferentes concentragdes de substancias com atividade estrogénica (LINTELMANN
et al., 2003; BILA; DEZOTTI, 2003).

1.3. Propriedades Fisico-Quimicas Relevantes

O destino e o comportamento dos disruptores enddcrinos, tanto no organismo
como no meio ambiente, estdo diretamente relacionados com as suas propriedades
fisico-quimicas. Portanto, para que se possa compreender os efeitos dessas
substancias no meio ambiente, suas propriedades fisico-quimicas devem ser

levadas em consideracao.

1.3.1. Solubilidade em Agua

A solubilidade em agua (ysat) € a concentragdo maxima de uma substancia
dissolvida em agua pura, em uma dada temperatura. Em aguas superficiais, a
solubilidade é fortemente dependente da temperatura, do pH, dos sais dissolvidos
ou ainda da existéncia de substancias humicas ou materiais suspensos. Todavia, 0s
valores experimentais sdo também uteis para se determinar o grau de
hidrofobicidade de uma determinada substancia (BAIRD, 2002; LINTELMANN et al.,
2003; GHISELLI; JARDIM, 2007).
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1.3.2. Coeficiente de Particdo

Particédo é a distribuicdo de uma substancia quimica entre duas fases, seja ela
abidtica como agua, sedimentos suspensos ou de fundo, ou bidtica como plantas e
animais, que estdo em equilibrio ou em estado estacionario. E expressa pela razio
da concentragdo da substancia quimica nas duas fases avaliadas (GHISELLI;
JARDIM, 2007).

1.3.2.1. Hidrofobicidade

O grau de hidrofobicidade de uma substancia é representado pelo coeficiente

de particao octanol/agua (K,w), Ou seja:

Kow = Coctanol / Cégua (1)

Onde:
Coctanol € @ concentragao da substancia em n-octanol e

Cagua € a concentragéo da substancia em agua.

O n-octanol é empregado por apresentar tanto caracteristicas hidrofébicas
como hidrofilicas. Portanto, uma ampla faixa de substancias apresenta valores
mensuraveis de K,,. Também serve como modelo para simular os tecidos adiposos
(gorduras) encontrados em espécies animais, podendo ser usado para estimar a
particdo de uma substancia em fases organicas apolares (outros solventes ou biota).
O coeficiente de partigdo octanol/agua, por uma questdo de conveniéncia, é
geralmente utilizado em sua forma logaritmica decimal (log Kow), dado sua
magnitude ser, na maioria das vezes, muito grande, excedendo em algumas
ocasides a um milhdo. Também é considerado um excelente parametro para inferir o
fator de bioconcentragdo de uma determinada substancia quimica (BAIRD, 2002;
GHISELLI; JARDIM, 2007).

Em geral, quanto maior for o coeficiente de particdo K, octanol-agua, maior

sera a probabilidade de encontrar o produto quimico na matéria organica de solos e
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sedimentos e, finalmente, de ocorrer migragdo para tecidos gordurosos de
organismos vivos. Porém, valores de log K., de 7,8 ou maiores sdo indicativos de
produtos quimicos capazes de adsorver fortemente em sedimentos, o que tornara
realmente improvavel que adquiram mobilidade suficiente para introduzir-se nos
tecidos vivos (BAIRD, 2002).

A polaridade de uma substancia quimica também estda inversamente
relacionada com sua hidrofobicidade. A auséncia de grupos polares nas moléculas
de uma substancia altera a polaridade da mesma diminuindo, consequentemente,
sua solubilidade em agua. Deste modo, pode-se dizer que tal substancia apresenta
elevada hidrofobicidade e elevada lipofilicidade. Além disso, moléculas com alto
peso molecular tendem a apresentar menor solubilidade em agua, portanto, a sua
hidrofobicidade é relativamente elevada (GHISELLI; JARDIM, 2007).

1.3.3. Bioacumulagao e Biomagnificagao

Bioacumulacdo é um termo geral que descreve a tomada de um contaminante
quimico, do ambiente, por uma ou todas as rotas possiveis (respiragao, dieta, via
dérmica, etc.), a partir de qualquer fonte no ambiente onde tais substancias estéo
presentes. Portanto, a sequéncia de etapas de bioacumulagdo que ocorrem ao longo
da cadeia alimentar resulta no fenbmeno da biomagnificagdo. Por exemplo, os
peixes acumulam algumas substancias quimicas procedentes de sua alimentagao,
ou ainda através da ingestdo de material particulado adsorvido nos sedimentos ou
presente em suspensao nas aguas. Em muitos casos, tais substancias ndo sao
metabolizadas, ou seja, acabam se acumulando nos tecidos adiposos, resultando no
aumento de sua concentracdo ao longo do tempo. Por consequéncia, as aves
predadoras que se alimentam destes peixes apresentardo concentragdes ainda
maiores destas substancias no organismo (BAIRD, 2002; GHISELLI; JARDIM,
2007).
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1.3.4. Bioconcentragao

Diferentemente de bioacumulagdo, a bioconcentracdo e o fator de
bioconcentragdo (BCF) referem-se a captagdo de uma substancia quimica por um
organismo aquatico na fase aquosa, na agua. Nem todas as substancias quimicas
presentes na agua estdo disponiveis, devido a sorcdo ao material suspenso e
dissolvido. Sendo assim, esse fendbmeno esta relacionado com a biodisponibilidade.
Por exemplo, quando a agua passa através das branquias de um peixe, os
compostos se difundem de forma seletiva desde a agua até a carne gordurosa,
tornando-se mais concentrados. O BCF € a raz&o de equilibrio entre a concentragao
de um produto quimico especifico em um peixe (por exemplo), em relagdo a
concentragdo dissolvida nas aguas circundantes, se o0 mecanismo de difusdo
representa a unica fonte da substancia para, no caso, o peixe (BAIRD, 2002;
LINTELMANN et al., 2003).

1.3.5. Coeficiente de Adsorcao

O conhecimento do coeficiente de adsor¢do de uma substancia por unidade
de carbono orgénico do solo (K.c) € importante para descrever a adsorgdo de uma
substancia quimica ao material em suspensao (matéria organica) presente nas
aguas superficiais. O K,c aumenta seu valor com o aumento da hidrofobicidade (Kow)
de um composto, ou seja, quanto maior o K., mais forte € a adsorc¢ao (afinidade) da
substancia pela matéria organica (LINTELMANN et al., 2003; GHISELLI; JARDIM,
2007).

A sorgdo de substancias quimicas esta diretamente relacionada com o
transporte e a mobilidade das mesmas no meio ambiente. Geralmente, moléculas
que estdo sorvidas apresentam menor mobilidade e, consequentemente nido estao
disponiveis para participar de processos de transferéncia de fases. Também estao
menos biodisponiveis e mais protegidas da luz ultravioleta, ocasionando menor
degradagcdo das mesmas no ambiente, através da fotolise direta (GHISELLI,
JARDIM, 2007).
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1.4. Disruptores Endécrinos (DEs)

1.4.1. Definicbes

Interferentes do sistema enddécrino sdo substancias que podem interferir no
funcionamento natural do sistema enddécrino de espécies animais, incluindo os seres
humanos e, em 1991, receberam o nome de disruptores enddcrinos por Theo
Colborn (SODRE et al., 2007; GHISELLI; JARDIM, 2007; WANG; BASKIN, 2008).
Devido a traducédo, do inglés Endocrine Disrupters (EDs) ou ainda Endocrine
Disrupting Compounds or Chemicals (EDCs), disruptores endoécrinos ndo € a unica
maneira de chamar as substancias que interferem no sistema enddcrino. Pode-se
ainda utilizar os termos: perturbadores endocrinos, desreguladores endocrinos,
interferentes endodcrinos, dentre outras (GHISELLI; JARDIM, 2007). Para fins de
padronizagao sera utilizado somente o termo disruptores enddécrinos (DEs) no
presente trabalho.

Um disruptor enddcrino é, segundo o Programa Internacional de Segurancga
Quimica, classificado como “uma substéncia ou mistura exdégena que altera a fungéo
do sistema endécrino e consequentemente causa efeitos adversos em um
organismo intacto, ou em seus descendentes, ou subpopula¢des” (DAMSTRA et al.,
2002; EUROPEAN COMMISSION, 2007). Segundo a U.S.EPA (1997a), “um
interferente endocrino € um agente exdégeno que interfere na sintese, secrecgao,
transporte, ligagdo, acdo ou eliminacdo de horménios naturais os quais sao
responsaveis, pela manutengado da homeostase, reprodug¢ao, desenvolvimento e/ou
comportamento”. Os disruptores endécrinos podem exibir tanto um comportamento
estrogénico como androgénico (GHISELLI; JARDIM, 2007; BIRKETT; LESTER,
2003).

1.4.2. Disrupgao do Sistema Enddcrino

Devido a natureza complexa do sistema enddcrino, os estimulos externos, por

exemplo, a exposigdo a compostos organicos, os quais imitam a atividade enddcrina,
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podem influenciar suas fungdes (LINTELMANN et al., 2003). Desse modo,
mudanc¢as nas concentracbes efetivas dos horménios podem ocorrer. Essas
substancias podem se ligar ao receptor hormonal e, consequentemente, mimetizar
ou bloquear a resposta bioldgica normal pelo fato de ocuparem o lugar do hormdnio
(NICOLOPOULOU-STAMATI; PITSOS, 2001; LINTELMANN et al, 2003;
NOGUEIRA, 2003; GHISELLI; JARDIM, 2007).

Algumas substancias podem imitar a agdo de horménios naturais, levando o
organismo a desencadear de um modo exagerado ou em um tempo inapropriado a
um estimulo falso, sendo este um efeito agonista (LINTELMANN et al., 2003;
NOGUEIRA, 2003; BIRKETT; LESTER, 2003; GHISELLI; JARDIM, 2007). A
poténcia do agonista exégeno depende da sua afinidade com o receptor, bem como
sua capacidade de ativar esse receptor, tendo em vista que, diferentes substancias
apresentam estruturas diferentes dos receptores hormonais (LINTELMANN et al.,
2003).

Um efeito antagonista ocorre quando uma substancia ao ligar-se ao receptor
provoca o bloqueio, ou minimiza as respostas induzidas pelos agonistas, porque o
receptor ndo pode ser ativado normalmente (LINTELMANN et al., 2003; NOGUEIRA,
2003; BIRKETT; LESTER, 2003; GHISELLI; JARDIM, 2007). A inibicao do receptor
pode ser competitiva, ou seja, o agonista enddgeno e o antagonista exdgeno
competem pelo mesmo sitio ativo de ligagdo. Ou ainda pode ser nao-competitivo, no
qual o inibidor liga-se no receptor ou receptores hormonais do complexo, mas nao
no sitio ativo de ligacdo. Enquanto uma inibigdo competitiva pode levar a
desativacao total do receptor, a inibicdo ndo-competitiva pode resultar na redugao
das reacgdes realizadas pelo receptor (LINTELMANN et al., 2003).

Tanto para reagdes agonistas como antagonistas entre ligante exdégeno e
receptor hormonal, a concentragdo do ligante frequentemente desempenha um
importante papel, visto que as concentragcbes dos horménios enddgenos sao
normalmente muito baixas. Portanto, se uma elevada concentragao de disruptores
enddcrinos estiver presente no organismo, pode-se observar disrupgdao enddcrina,
mesmo se ligantes exdgenos apresentem baixa afinidade de ligagdo com o receptor
(LINTELMANN et al., 2003; GHISELLI; JARDIM, 2007).

Os DEs podem influenciar no metabolismo de horménios através de

diferentes caminhos: (1) inibindo importantes rea¢des catalisadas por enzimas, por
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exemplo, a conversdo de testosterona através da enzima aromatase para a
biosintese de estrogenos. Desse modo, havendo uma maior concentragcdo de
testosterona e uma diminuicdo de estrégenos, resultando em efeitos androgénicos
ou antiestrogénicos. O metabolismo também pode ser influenciado pela (2) indugéo
de enzimas metabolizadoras de horménios, como o citocromo do grupo P-450 no
figado, essas enzimas possuem funcdo chave na sintese e degradagédo de
horménios esterdides, e sua producdo ou atividade pode ser influenciada por
diversos compostos organicos (LINTELMANN et al., 2003; BIRKETT; LESTER,
2003).

O transporte de hormdnios através da corrente sanguinea para tecidos e
orgaos-alvo pode também sofrer perturbacdo do sistema enddcrino, visto que
compostos lipofilicos estdo em sua maior parte ligados a proteinas plasmaticas,
como albumina e globulinas. O efeito depende da quantidade livre de horménios,
pois somente moléculas livres podem se ligar e ativar os receptores. Assim, na
presenca de substancias quimicas que possam competir com os horménios pelos
sitios de ligacédo das proteinas de transporte, pode haver aumento na concentragéao
de horménios livres (LINTELMANN et al., 2003; GHISELLI; JARDIM, 2007).

Outros efeitos que podem ocorrer no sistema enddcrino sao alteragdes na
sintese, remocédo dos hormdnios de seus respectivos receptores e interagdes com
sistemas multi-hormonais, bem como outras possibilidades. Pode-se observar que
0s mecanismos envolvidos sao complexos, e portanto, ndo foram completamente
elucidados. Com o aumento nas pesquisas realizadas a respeito desse tema podera
ser elucidado mais relagdes entre os organismos expostos, a disrupgédo endocrina e
aos disruptores endocrinos (LINTELMANN et al., 2003; GHISELLI; JARDIM, 2007).

1.4.3. Fontes de Disruptores Endécrinos

Os disruptores endécrinos, assim como outros poluentes ambientais podem
ser provenientes de uma variedade de fontes (BAIRD, 2002; BIRKETT; LESTER,
2003; LINTELMANN et al., 2003; BILA; DEZOTTI, 2003). Estas fontes podem ter

implicagcbes com a exposi¢gdo humana, efeitos em outras espécies animais, bem
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como efeitos e/ou acumulagcdo no meio ambiente. Geralmente, as fontes de

contaminacgao se dividem em duas categorias principais (BIRKETT; LESTER, 2003):

1. Fontes Pontuais: apresentam um ponto de entrada bem definido do poluente no

meio ambiente, geralmente através de cursos d’agua. Pode-se citar as descargas
de efluentes industriais e esgotos domésticos, bem como outros, tratando-se de
descargas diretas para os corpos d’agua.

2. Fontes ndo Pontuais: algumas vezes também chamados de fontes difusas, néo

tem um ponto de entrada definido. O ponto real de entrada dos poluentes
depende do tipo de fonte, a sua localizagdo, bem como a forma fisica dos
compostos. Bons exemplos s&o: a deposigdo atmosférica e escoamento
superficial, principalmente, provenientes de praticas agricolas. A chuva pode
transportar particulas que se depositam nas superficies de cursos d’agua, sendo
esses soluveis em agua, portanto, podem ser transportados por longas
distancias.

O transporte de uma determinada substancia oriunda de uma fonte nao
pontual de uma area urbana é diferente daquela proveniente de uma zona rural.
Existem algumas razbes para isso: boa parte da area urbana é coberta com
materiais impermeaveis; como na area urbana ha pouca exposi¢cdo do solo ao meio
ambiente, o processo de erosdo € menos favorecido e as particulas do solo acabam
sendo transportadas preferencialmente para as aguas superficiais. Na area urbana a
poluicdo pode se dar também pelo acumulo de lixos, durante o transito, nas
emissodes radioativas, enquanto que na area rural a poluicdo advém basicamente da
erosdo do solo. Na area rural as deposi¢cées podem ser incorporadas ao solo, ou
seja, sorvidas ou infiltradas, dificultando a remocgéao, enquanto que na area urbana a
deposigao na superficie do solo (impermeavel) acaba sendo escoada para os corpos
d’agua (lixiviagaéo) (BIRKETT; LESTER, 2003; GHISELLI; JARDIM, 2007).

Assim, as principais fontes de poluicdo de aguas superficiais sédo de origem
industrial, doméstica e agricola. Nota-se que a disrup¢ao enddcrina observada no
meio ambiente aquatico, em especial, em peixes é atribuida principalmente aos
residuos de substéncias orgénicas descartadas em cursos dagua (BIRKETT;
LESTER, 2003).
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A principal fonte de contaminacdo aos seres humanos €& sem duvida a
presenca de disruptores enddcrinos na alimentagdo, uma vez que muitas dessas
substancias sao utilizadas em processos de produgado de alimentos industrializados
e/ou no processo de embalagem dos mesmos (LINTELMANN et al., 2003; BIRKETT;
LESTER, 2003; GHISELLI; JARDIM, 2007; BILA; DEZOTTI, 2007). Além disso, na
ingestdo de agua potavel contaminada, pois varias dessas substancias ndo sao
completamente degradadas durante os processos empregados em estagdes de
tratamento de agua e esgoto (GHISELLI; JARDIM, 2007).

1.5. Substancias Classificadas como Disruptores Endécrinos e suas Fontes

de Contaminagao

Muitas das substancias classificadas como disruptores endocrinos eram
anteriormente classificadas como micropoluentes orgéanicos. Destacam-se
compostos como os alquilfendis (APs), alquilfendis polietoxilados (APEOs),
hidrocarbonetos poliaromaticos (HPAs), bifenilas policloradas (PCBs), ftalatos,
bisfenol A, retardantes de chama polibromados, dioxinas, furanos, agrotoxicos e
horménios esteroides (BIRKETT; LESTER, 2003).

A Unido Européia (UE) produziu um relatério contendo uma série de
substancias suspeitas de atuarem como disruptores enddcrinos em seres humanos
e em animais (SEC, 2007). Assim como a U.S.EPA, que tem uma Ilista,
principalmente, para agrotoxicos que atuam como DEs (U.S.EPA, 2007). Tendo em
vista o vasto numero de compostos que apresentam atividade de disrupgdo do
sistema enddcrino, para o presente trabalho foram selecionadas algumas classes de
substancias para desta forma, descrevé-las mais detalhadamente. As classes
escolhidas foram: os agrotoxicos, os alquilfendis incluindo alquilfendis polietoxilados,

os hormonios, além do bisfenol A.
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1.5.1. Agrotodxicos

O termo agrotdxico, segundo o Codex Alimentarius, refere-se a qualquer
substancia ou mistura que tenha como objetivo prevenir, destruir ou controlar
qualquer tipo de praga incluindo espécies de plantas ou animais que devam estar
presentes durante a produgdo, estocagem, transporte, distribuicdo ou
processamento de alimentos e ragdes animais para o controle de ectoparasitas. O
termo inclui substancias utilizadas como reguladores de crescimento para plantas,
desfolhantes, dessecantes, agentes promotores de amadurecimento de frutos,
inibidores de germinacéo e substancias que sédo aplicadas aos gréos antes e depois
da colheita para evitar a deterioragdo do alimento durante a estocagem e transporte.
Sendo excluidos desse conceito os fertilizantes, nutrientes animais e/ou vegetais,
aditivos alimentares e medicamentos de uso veterinario (FAO, 2005).

A legislacdo brasileira conceitua agrotoxicos através do decreto n° 4.074, de
04 de Janeiro de 2002, o qual regulamenta a Lei n° 7.802, de 11 de Julho de 1989,

como sendo:

Produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
destinados ao uso nos setores de produgdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protegcao de
florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composigéo da
flora ou da fauna, a fim de preserva-las da agdo danosa de seres vivos
considerados nocivos, bem como as substancias e produtos empregados
como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento
(BRASIL, 2002).

O termo agrotoxico inclui em seu contexto, principalmente, inseticidas,
herbicidas e fungicidas, bem como outras classificagbes de acordo com o
organismo-alvo (BAIRD, 2002; BIRKETT; LESTER, 2003). Podem ainda ser
divididos em varios subgrupos, onde os mais importantes sao os organoclorados,
piretroides, organofosforados, carbamatos, clorofenoxi herbicidas e triazinas
(BIRKETT; LESTER, 2003).

Varios agrotoxicos, bem como seus metabdlitos, estdo comprovadamente
relacionados com alteragbes no sistema endocrino (em especial substancias mais
antigas), observadas em estudos envolvendo ensaios in vitro e in vivo, sobretudo de
espécies animais provenientes de ambientes aquaticos (LINTELMANN et al., 2003;
GHISELLI; JARDIM, 2007).
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Destaque-se o subgrupo dos organoclorados (OCs), essa classe foi
amplamente utilizada, mundialmente, desde os anos 40 devido ao forte efeito no
controle de pragas e doencgas. OCs foi a primeira classe de agrotoxicos organicos
sintetizados testados na agricultura, e DDT e HCH foram, provavelmente, os mais
conhecidos. A producgdo e o uso intenso na agricultura desses compostos resultaram
em uma ampla contaminagdo do meio ambiente (KALYONCU; AGCA; AKTUMSEK,
2009). Dentre os OCs observa-se um grande numero de substancias responsaveis
por atuarem como DEs, principalmente pelo fato de serem persistentes no meio
ambiente, devido a alta estabilidade quimica, baixa solubilidade em agua e elevada
lipofilicidade, podendo ser facilmente bioacumulados (BAIRD, 2002; GHISELLI,
JARDIM, 2007).

Os agrotéxicos podem ser absorvidos, pelas culturas, diretamente através de
suas folhas, ou indiretamente pelo solo, além de poderem ser transportados pela
chuva e pelo vento de seus pontos de aplicagbes para culturas vizinhas (BIRKETT;
LESTER, 2003; HILDEBRANDT; LACORTE; BARCELO, 2007; FENIK;
TANKIEWICZ; BIZIUK, 2011). O uso amplamente difundido de agrotdxicos
proporciona, além de seu acumulo em diferentes culturas vegetais e em solos, na
contaminagao de aguas e de toda a cadeia alimentar aquatica (BIRKETT; LESTER,
2003; FENIK; TANKIEWICZ; BIZIUK, 2011). Esses processos sao altamente
dependentes do tipo de agrotdxico, do solo, da cultura, das condi¢des climaticas,
dos procedimentos de aplicacéo, e assim, o destino dos agrotdxicos é muito variavel
(HILDEBRANDT; LACORTE; BARCELO, 2007).

Além disso, esses produtos quimicos podem ser transferidos das plantas para
0s animais através da cadeia alimentar, ou ainda ocorrer a pulverizacdo de solugao
de agrotdxicos na criagdo de animais nas suas acomodagbes a fim de prevenir
infestagbes de pragas. Consequentemente, ambas as rotas desses contaminantes
podem levar a bioacumulagdo de agrotdxicos persistentes em produtos alimentares

de origem animal, tais como: carne, peixe, gordura, ovos e leite (LeDOUX, 2011).
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1.5.2. Alquilfendis (APs) e Alquilfendis Polietoxilados (APEs)

Os alquilfendis (APs) sdo substancias formadas por um grupamento fendlico
ligado a uma cadeia carbdnica e sao utilizados principalmente na produgdo dos
alquilfenois etoxilatos (APEs). Os APEs fazem parte de uma classe de substéncias
denominada surfactantes, que sao moléculas anfifilicas. Dependendo da polaridade
da parte hidrofilica estes surfactantes podem ser classificados em catidnicos,
aniénicos e nao ibnicos. Os surfactantes nao ibnicos sdo usados como detergentes
e agentes emulsificadores, e também podem ser sulfonados ou fosforilados para
produzirem detergentes anidnicos, lubrificantes, aditivos em industria de agrotoxicos,
antioxidantes e aditivos de Odleos lubrificantes. Neste contexto, os APEs sé&o
moléculas pertencentes a classe dos surfactantes ndo ibnicos e estao presentes em
formulagdes de diversos produtos como detergentes e agrotoxicos. Dentro da classe
dos APEs, o nonilfenol etoxilado (NPE) € o mais comum (BIRKETT; LESTER, 2003;
SILVA et al, 2007; SOARES et al, 2008; GADZALA-KOPCIUCH; FILIPIAK;
BUSZEWSKI, 2008).

Produtos cosméticos, como maquiagem, cremes para a pele, produtos para
cuidado do cabelo e de banho podem também ser fontes diretas de exposi¢ao a
estes compostos, um exemplo é o nonoxinol-9 (NPOEQ), usado como espermicida
em produtos contraceptivos, ver Tabela 1 (BIRKETT; LESTER, 2003).

A solubilidade dos APEs em agua depende do numero de grupos polares
presentes na parte hidrofilica da molécula. Quanto maior o numero de grupos
polares, maior a solubilidade em agua. Os APEs sao substancias pouco polares,
portanto, predominantemente lipofilicas, podendo se acumular nos tecidos
gordurosos de diversos organismos (BIRKETT; LESTER, 2003; SILVA et al., 2007;
GHISELLI; JARDIM, 2007).

Apo6s o uso, tanto doméstico quanto industrial, os APEs sio levados até
Estacbes de Tratamento de Esgoto (ETEs). Durante os diferentes ciclos do
tratamento deste efluente pode ocorrer biodegradacdo dos APEs, levando a
formagdo de metabdlitos biorefratarios, algumas vezes mais téxicos que o préprio
produto de origem, por exemplo, o 4-nonilfenol e o 4-octilfenol (LESTER, 2003;
SILVA et al., 2007; GHISELLI; JARDIM, 2007; BIRKETT; SOARES et al., 2008). Os

surfactantes, em geral, sofrem 80% de biodegradacdo, formando agua e gas
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carbbénico. No entanto, os APEs ndo obedecem esta regra de aceitabilidade
ambiental, considerando que sua biodegradacgédo primaria resulta na formagao de
varios metabdlitos persistentes que ndo sdo completamente eliminados nas ETEs.
Estima-se que cerca de 60 a 65% de todo nonilfenol que chega nas ETEs séo
descartados no meio ambiente (SILVA et al., 2007).

O nonilfenol e seus isbmeros sao os mais criticos, devido a sua capacidade
de bioacumulagdo e biomagnificagdo na cadeia alimentar. Devido a sua
caracteristica lipofilica (log Kow de 3,80 a 4,77), eles adsorvem preferencialmente na
matéria organica e sedimentos, n&o estando prontamente submetido a
biodegradagao anaerdbica (SILVA et al., 2007; SOARES et al., 2008).

Devido a presenga dos compostos etoxilados em corpos d'agua, a forma mais
comum de exposigdo do homem a estes produtos é através da agua. Além disso, foi
observado que a presenca desses compostos em alimentos pode ser originaria de
diversas vias de contaminagdo. O emprego dessas substancias pelas industrias
alimenticias, 0 uso na agricultura como agentes de limpeza, agrotoéxicos, bem como
em embalagens de alimentos, podem ser as possiveis fontes desta substancia nos
alimentos (SILVA et al., 2007).

Tabela 1 - Fonte e concentragcido de nonilfenol e seus etoxilados.

Fonte Concentragao
Detergentes 0-28%
Desodorante 1-3%
Maquiagem 0,1-10%

Produtos para cabelos 1-30%

Pinturas 0,6-3%

Efluente de processamento de
papel NP* (0,02 ug L™"), NPE** (0,12 35,6 ugL™)
Estacdes de tratamento de
efluentes <0,02-330 pg L™

Agrotoxicos <1-20%

Alimentos NP (0,1-19,4 pg kg™

FONTE: BIRKETT; LESTER, 2003.
*NP: nonilfenol
**NPE: nonilfenol etolixado
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1.5.3. Hormoénios

Os estrogénios apresentam em sua estrutura um grupo fendlico e em alguns
casos um grupo hidroxila alifatico, enquanto que nos progestagénios este grupo
fendlico é substituido por um grupo cetona. Como s&o os principais responsaveis
pelo crescimento e pela reprodugdo de espécies animais, seus derivados sintéticos
sdo bastante utilizados como contraceptivos (horménios inibidores do processo de
ovulagdo), mas também sado empregados para o controle dos sintomas que
envolvem a menopausa, disturbios fisiolégicos e no tratamento do cancer de
prostata e de mama. Ja os progestagénios sdo empregados nos tratamentos
voltados para as causas de infertilidade e descontrole do ciclo menstrual (GHISELLI;
JARDIM, 2007).

Existem também os anabolizantes sintéticos os quais s&do substancias
quimicas relacionadas estruturalmente com a testosterona. Os esteroides sintéticos
sdo obtidos basicamente a partir da reagdo de alquilagdo ou esterificagcdo dos
horménios naturais, prevenindo-os da metabolizagdo rapida no organismo, assim
garantindo o efeito desejado. Os esterdides mais utilizados sdo o etinilestradiol e
mestranol (sendo esses estrogenos), norgestrel e noretisterona (esses
progestagénicos), metiltestosterona, fluoximesterona, etilestrenol, mesterolona,
fenilpropionato de nandrolona e ésteres da testosterona, como anabolizantes
(GHISELLI; JARDIM, 2007).

Os hormoénios sdo eliminados principalmente na forma de conjugados
glucorinados ou sulfatados, através da urina, ou em menor propor¢cao pelas fezes
(na forma livre). Sob condigbes ambientais esses conjugados podem ser desfeitos,
assim resultando em horménios livres e seus metabdlitos. Esse rompimento dos
conjugados é resultado da produgédo das enzimas B-glucorinidase e arilsulfatase por
populagdes de bactérias presentes (AURIOL et al., 2006; GHISELLI; JARDIM, 2007;
MULLER et al., 2008). Devido a isso, a presenga de horménios na forma livre é
principalmente encontrada no esgoto doméstico, pela grande quantidade da bactéria
fecal Escherichia coli (AURIOL et al., 2006).

Varios organismos excretam diferentes quantidades de esterdides sexuais,
dependendo da idade, do estado de saude, da dieta ou gravidez. Como exemplo, a

quantidade de estrogénio excretada por uma mulher gravida pode ser até mil vezes
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maior que a de uma mulher em atividade normal (da ordem de 2 a 20 pg de
estrona/dia, 3 a 65 pg de estriol/dia, e 0,3 a 5 pg de estradiol/dia), dependendo do
estagio da gravidez (GHISELLI; JARDIM, 2007).

As principais fontes de esterdides sexuais, naturais e sintéticos, estédo
localizadas nas areas rurais destinadas a agropecuaria, através da contaminagéao do
solo e da agua pelos dejetos animais, como o estrume de gado, bem como na area
urbana, através de descargas de esgotos domésticos nas aguas superficiais
(LINTELMANN et al., 2003; BIRKETT; LESTER, 2003; GHISELLI; JARDIM, 2007).

1.5.4. Bisfenol A

Bisfenol € um nome genérico dado a um grupo de difenilalcanos, comumente
empregados na producao de plasticos, onde o bisfenol A & o principal representante
deste grupo. O bisfenol A é produzido em grandes quantidades, sendo que mais de
90% é utilizado na industria de plasticos para a produgao de policarbonetos, resinas
epoxido, resinas de poliéster-estireno insaturadas e retardantes de chama. Os
plasticos fabricados séo utilizados em embalagens de alimentos e bebidas, tais
como revestimento interno para latas de aluminio, tampas de garrafas, além de usos
como aditivos em papel térmico, tintas em pd, na odontologia, como estabilizantes
em plasticos, entre outros (BIRKETT; LESTER, 2003; LINTELMANN et al., 2003;
GHISELLI; JARDIM, 2007; BALLESTEROS-GOMEZ; RUBIO; PEREZ-BENDITO,
2009).

O coeficiente de particao octanol-agua (log Kow) de 3,4 do bisfenol A, indica a
sua lipofilicidade e tendéncia para se ligar a matéria organica no ambiente aquatico,
sendo o meio aquatico a principal rota de distribuicdo aos demais compartimentos
ambientais. Uma vez no meio ambiente, o bisfenol A pode ser degradado
biologicamente, com velocidades bastante diferentes, apresentando um tempo de
meia-vida variando de 1 a 180 dias em solo e de 2,5 a 4 dias em agua. Em peixes
valores medidos de BCF, entre 5 e 68, indicam baixa bioacumulacdo e valores
calculados de 42 a 196 indicam média bioacumulagcdo. Em relagdo a sua atividade
estrogénica, alguns estudos realizados in vitro mostram que o bisfenol A apresenta

um potencial de bioacumulagdo de 4 a 6 ordens de magnitude menor que o 1783-
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estradiol, mas tem demonstrado possuir alguma atividade antiandrogénica. Pelo fato
de ser amplamente empregado nos processos industriais, portanto, estando
presente em diversas formulagdes de produtos de uso doméstico. Suas principais
fontes de contaminacgao séo os efluentes industriais, esgotos domésticos, bem como
lodos provenientes de estagbes de tratamento de esgoto (BIRKETT; LESTER, 2003;
GHISELLI; JARDIM, 2007; BALLESTEROS-GOMEZ; RUBIO; PEREZ-BENDITO,
2009).

1.6. Legislagao Relacionada aos DEs

A fim de proteger a saude publica, a Unido Européia define que os limites
maximos de residuos devem ser estabelecidos em conformidade com os principios
geralmente reconhecidos de avaliagdo da seguranga, tendo em conta os riscos
toxicolégicos, a contaminacdo ambiental e o0s efeitos microbiolégicos e
farmacolégicos dos residuos. Devem ter-se igualmente em conta outras avaliagoes
cientificas da seguranga das substancias em causa, efetuadas por organizagdes
internacionais ou por organismos cientificos estabelecidos na Comunidade (EU,
2009a).

Residuo pode ser conceituado como sendo uma substancia, ou seus
metabdlitos, os quais estdo presentes em produtos agricolas, e/ou animais, ou ainda
na agua (EU, 2009b). Ja o termo “contaminante” é definido como qualquer
substédncia que n&o seja intencionalmente adicionada aos alimentos. Os
contaminantes podem estar presentes nos alimentos como resultado das etapas de
producdo, transformagdo, acondicionamento, embalagem, transporte e
armazenagem do alimento (EU, 2010).

Desse modo, o limite maximo de residuo (LMR) é a quantidade legalmente
permitida, ou reconhecida, como aceitavel e é estabelecido para cada composto
aprovado para uso em um determinado alimento. O LMR sempre esta
correlacionado a Ingestao Diaria Aceitavel (IDA). Esta é obtida a partir de ensaios de
experimentagdo, avaliando-se a toxicidade, a teratogenicidade e carcinogenicidade
destes compostos nao intencionais (DENOBILE; NASCIMENTO, 2004).
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No Brasil, a competéncia para estabelecer limites maximos de residuos em
alimentos, seja de medicamentos veterinarios ou de agrotoxicos, € do Ministério da
Saude através da ANVISA (2010). Além disso, o Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento — MAPA é responsavel por monitorar a presenga de residuos de
produtos de uso veterinario e contaminantes ambientais em produtos de origem
animal por meio do Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes —
PNCRC, o qual é responsavel por fiscalizar se ocorrem violagdes de limites maximos
de residuos ou teores maximos de contaminantes, e onde é detectada a utilizagao
de produtos de uso veterinario de utilizacao proibida, para os quais ndo ha limite de
tolerancia (MAPA, 2010).

Decorrente da preocupagdo na comunidade cientifica em relacdo aos
possiveis efeitos danosos aos seres humanos e outros animais submetidos a
exposicao dos DEs, tem-se desenvolvido relatérios, discussées, meios de avaliagéo,
etc., a fim de esclarecer, desenvolver estratégias e/ou solucionar esse problema. A
Comissdo das Comunidades Européias (CEC, 1999) apresentou um documento,
com o objetivo de identificar os problemas de disrupgdo enddécrina e as suas
consequéncias, além de definir medidas politicas adequadas com base no principio
de precaucédo, a fim de dar uma resposta rapida e eficaz ao problema, de forma a
tranquilizar a opinido publica. Em 2007 apresentou-se outro documento a fim de
implementar a substancias suspeitas de atuarem como disruptores enddcrinos
(CEC, 2007). No relatério gerado em 2011 sabe-se que na Unido Européia ndo ha
programas de monitoramento de DEs coordenados ou monitorados, mas sim
programas individuais (EUROPEAN COMMISSION, 2011). A Agéncia de Protecao
Ambiental Americana (U.S.EPA) também tem uma comissdo para avaliagdo dos
DEs, sendo esta a Endocrine Disruptor Screening and Testing Advisory Committee
(EDSTAC). A EDSTAC apresentou um relatério final no qual apresenta
recomendagdes para avaliagdes in vitro e in vivo de disruptores enddcrinos
(U.S.EPA, 2011).
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1.7. Disruptores Endocrinos no Meio Ambiente

Atualmente muitos pesquisadores veem desenvolvendo trabalhos a fim de
determinar a presenca de disruptores enddcrinos no meio ambiente, onde em sua
maior parte realizam-se trabalhos em agua e em estagdes de tratamento de esgoto.
Cabe destacar aqui alguns resultados obtidos: Liu et al. (2011) aplicaram um método
para a determinacao de 28 esterdides em agua superficial, lodo e em estacbes de
tratamento de esgoto utilizando UHPLC-ESI. Foram encontrados 17B-boldenona, 5a-
diidrotestosterona, progesterona, estrona e epi-androsterona na faixa de
concentragdo que variou de 0,4 a 621 ng L™ e de 1,6 a 372 ng g em agua e lodo,
respectivamente. Amostras de solo foram analisadas para verificar a presenca de
clorofendls, alquilfendis, nitrofendis e cresadis utilizando GC-MS/MS e QUEChERS.
2,4 6-triclorofenol, 4-terc-octilfenol, 2-clorofenol, 2,4,5-triclorofenol, 2,4,6-triclofenol
foram detectados em niveis de tragcos, menores que o LOQ do método proposto, <10
ug kg™ (PADILLA-SANCHEZ et al., 2010).

Na Espanha, o esgoto liquido de ETEs foi utilizado para determinar
alquilfendis polietoxilados, bisfenol A, 17a-etinilestradiol, 17B-estradiol e seus
metabdlitos utilizando SPE e LC-MS/MS. A faixa de concentragao desses DEs foi de
<10 ng L a aproximadamente 1200 ng L. Tais resultados demonstraram que
existe uma complexidade de DEs nas ETEs e eventualmente essas substancias
entram no meio ambiente, onde organismos aquaticos estdo expostos a esses
poluentes (VEGA-MORALES; SOSA-FERRERA; SANTANA-RODRIGUEZ, 2010).

Devido a preocupacdo em relagdo aos DEs na Austria foi realizado o
monitoramento de 17a-estradiol, 17B-estradiol, estriol, estrona, 17a-etinilestradiol,
nonilfenol-1-etoxilado, nonilfenol-2-etoxilado, nonilfenol-1-acido  carboxilico,
nonilfenol-2-acido carboxilico, nonilfenol, octilfenol, octilfenol-1-etoxilado, octilfenol-2-
etoxilado e bisfenol A, em aproximadamente 2000 amostras de agua subterrénea e
240 de agua de superficie. Dentre esses, 414 amostras foram coletas em todo o pais
em 2001, e o restante das amostras nas proximidades de areas industrializadas e de
atividades agricolas. As amostras foram analisadas utilizando LC-MS/MS e GC-
HRMS, utilizando SPE como procedimento de preparo da amostra. Os resultados
demonstraram a presenca dessas substancias em diferentes concentracdes, por

exemplo, nonilfenol com um maximo de 1500 ng L™, bisfenol A com concentracao
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maxima de 930 ng L™ e estrona 1,6 ng L. Destaque-se que em alguns casos a
concentragdo de nonilfenol excede limites toxicolégicos para a vida aquatica
(HOHENBLUM et al., 2004).

O Ministério do Meio Ambiente de Ontario, Canada conduziu uma pesquisa
em 2006 a fim de investigar a presenca de produtos farmacéuticos, horménios e
bisfenol A em 258 amostras por 16 meses, sendo estas fontes de agua e sistemas
de agua para beber. As amostras foram analisadas a fim de verificar a presenga de
48 substancias por LC-MS/MS e SPE. Dentre as 48 substancias, 27 foram
encontradas em um dos tipos de amostra analisada, ou em ambas. A maioria das
substancias detectadas foram antibidticos, sendo que horménios ndo foram
detectados em nenhuma das amostras e bisfenol A foi encontrado tanto em fontes
de agua quanto em sistemas de agua potavel. De um modo geral, os autores
relataram que as concentragdes encontradas nas aguas de Ontario sdo menores
que niveis encontrados anteriormente e relatados em outros trabalhos (KLEYWEGT
etal., 2011).

Na anadlise da agua de superficie do rio Ganges e da agua subterranea de
localidades agricolas e industriais de Kampur, india, foram detectados em ambas as
amostras HCH (os isbmeros a, B, y, 8-HCH), dieldrin e malationa. A presenca de
malationa e HCH em agua de superficie foi atribuida a intensa atividade agricola na
area de Kanpur ao longo da planicie do Ganges (SANKARARAMAKRISHNAN;
SHARMA; SANGHI, 2005).

No Brasil, foram realizadas oito amostragens no rio Atibaia, Campinas (SP),
sendo que duas amostras foram coletadas no periodo de chuvas (margo de 2006 e
janeiro de 2007) e outras duas amostras no periodo de seca no inverno (maio e
junho de 2006). Os DEs encontrados, além de outros farmacos, foram dibutilftalato
em quase todas as amostras, seguido de bisfenol A e dos horménios 173-estradiol e
17a-etinilestradiol. De acordo com os resultados obtidos, os autores observaram que
uma maior concentragao de substancias é observada no periodo de seca, bem como
concentracdes mais elevadas foram encontradas em amostras coletadas mais
proximas da cidade de Campinas, e desse modo, longe da nascente do rio
(MONTAGNER; JARDIM, 2011).



29

1.7.1. Disruptores Enddcrinos em Peixes

Organismos aquaticos, como os peixes, sao capazes de acumular residuos
de disruptores enddcrinos muitas vezes mais altos que a agua em seu entorno,
consequentemente, eles sdo uma fonte importante de contaminagcdo para seus
predadores e aos consumidores humanos (LeDOUX, 2011).

Um método para a determinagdo de organoclorados, organofosforados e
PCBs foi aplicado a tecidos de peixes (Tilapia mossambique, Cynoscion xanthulu)
coletados no periodo de maio de 2001 em um lago na Califérnia, o qual serve como
reservatorio de drenagem agricola. Foi observada uma concentragao total de DDT e
de PCBs de 116 a 304 ng g'. Os autores avaliaram o risco toxicoldgico dessas
substancias constatando que, no figado de peixe, as concentragdes de endrin e da
soma de DDTs excedeu o limite estabelecido para efeito toxicolégico em
invertebrados (14 ng g'). A concentragdo de DDE no musculo dos peixes foi
superior ao limiar de concentracdo de 50 ng g'1 para a protecao de passaros
predadores. Desse modo, observou-se a contaminagao continua de organoclorados,
em especial, em espécies que vivem nesse reservatorio (SAPOZHNIKOVA;
BAWARDI; SCHLENK, 2004). DDT e seus metabdlitos também foram encontrados
em 244 amostras de musculo de tilapia do Nilo (O. niloticus), carpa (Cyprinus carpio)
e bagre africano (Clarias gariepinus) de trés diferentes rios na Etiopia.
Concentragdes mais elevadas foram encontradas em espécies com maior teor de
gordura (ex: p,p’-DDE: 149,9 ng g'), e nessas também uma quantidade considerada
de endosulfan sulfato (até 65,1 ng g ') foi encontrada (NORLI; CHRISTIANSEN;
DERIBE, 2011).

Shao et al. (2007) analisaram o filé de peixe comprado em mercados de
Beijing, China, onde constataram a presenca de nonilfenol e bisfenol A, os quais
foram detectados na faixa de concentragcdo de 0,33 a 55,98 ug kg'1. A presencga
desses compostos em tais concentragdes foi atribuida a contaminacdo do meio
ambiente aquatico no qual viviam.

A contaminagédo de peixes de diversas espécies também foi observada por Liu
et al. (2011) na China, os quais observaram a presenga de 4-terc-octilfenol, 4-
cumilfenol, 4-nonilfenol e bisfenol A em musculo de peixe com concentracoes

maximas de 4,6; 4,4; 18,9 e 83,5 ng g"'. Esterdides também foram encontrados, em
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niveis mais baixos <11,3 ng g™, sendo eles estrona, 17B-estradiol, 17a-etinilestradiol
e estriol. Nesse trabalho, também foi calculado o fator de bioacumulagédo (BCF) dos
alquilfendis variando na faixa de 18 a 97, esse valor é espécie especifico, e
dependente de uma série de fatores como, sexo, estado reprodutivo, fase da vida,
tamanho, bem como as condi¢des ambientais (LIU et al., 2011).

O peixe da espécie Danio rerio foi submetido a exposicdo em concentracdes
conhecidas de 17B-estradiol e de dois isbmeros do nonil e octilfenol, sendo estes: (4-
(3’,6’-dimetil-3’heptil)fenol, 363-NP e 4-(3’-metil-3’-heptil)fenol, 33-OP), onde
concentragbes de 0,35; 1,8 e 33 pug g'1 foram encontradas, respectivamente
(NAVARRO et al., 2010).

Além desses poucos estudos descritos acima, existem outros (FENLON et al.,
2010; SINGH; SINGH, 2008) que de um modo geral sdo desenvolvidos
principalmente para a determinagdo de organoclorados, alquilfendis e hormdnios
esterdides. Os niveis de concentragdo variam dos locais onde sdo coletadas as
amostras de peixe e do tecido avaliado, mas na maioria deles observa-se a grande
presencga de bisfenol A em praticamente todas as amostras em niveis relativamente
altos. Demonstrando desse modo que existe a contaminagdo do ambiente aquatico
€ que isso deve ser uma preocupacao constante nos dias atuais, a fim de diminuir os
impactos ambientais gerados pela contaminagdo de DEs.

Nao foram encontrados trabalhos de monitoramento de peixes em rios
brasileiros, mas um trabalho sob condigbes monitoradas foi realizado por LOPES et
al. (2006) a fim de estudar o efeito do inseticida triclorffon em peixes da espécie
Piaractus mesopotamicus (pacu). Os parametros como bioconcentragao, tempo de
meia-vida, eliminagao de triclorfon, dentre outros, foram avaliados. Constatou-se que
o ftriclorfon apresenta um tempo de meia-vida médio em peixes e baixa
bioconcentragao e para que houvesse a eliminacdo de 95% do inseticida do musculo
de pacu seria necessario um periodo de 50 dias.

Sabe-se que a presenca de DEs em peixe acarreta em diversos problemas
em seu sistema enddcrino, estudos ja relataram a presenga de hermafroditismo em
peixes expostos a substancias com efeito estrogénico, além de alteragdes em outras
espécies animais, como passaros, répteis e mamiferos. Em alguns casos, esses
efeitos podem conduzir ao declinio da populagdo (AURIOL et al, 2006; BILA;
DEZOTTI, 2007; U.S.EPA, 2006; REINEN et al., 2010). A fim de avaliar a exposigao
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de peixes aos DEs muitos trabalhos avaliam a presencga da proteina vitelogenina, a
qual apresenta muitas vantagens em seu monitoramento, uma vez que esta é
controlada pela interacéo entre o estrégeno com o seu respectivo receptor. Desse
modo, estando relacionada diretamente com a constante preocupacao de disrupgao
enddcrina. Além disso, ela pode responder secundariamente a compostos
androgénicos através da supressao de andrégenos naturais e, consequentemente,
havendo a reducdo dos estrogénios endogenos (U.S.EPA, 2006; REINEN et al.,
2010; MATOZZO et al., 2008).

1.7.2. Disruptores Enddcrinos em Seres Humanos

E muito complexa a confirmac&o dos efeitos causados pela presenca de DEs
em alimentos, embalagens, cosméticos, agua ou em outras fontes nos seres
humanos, o que se relata em alguns trabalhos € que a pequena quantidade ingerida,
mas nao s6 de uma substancia, e sim de um “coquetel” diario pode ser responsavel
por alteragcdes no sistema endocrino de seres humanos (WARING; HARRIS, 2011).

No Brasil, Koifman et al. (2002) apresentaram os resultados de um estudo
epidemiologico, que relaciona a exposigdo a agrotoxicos durante os anos 80 e
disturbios reprodutivos, tais como, cancer de mama, ovario e prostata, taxas de
avaliacdo de esperma, observados nos anos 90 em estados brasileiros. Os
resultados observados estdo de acordo com evidéncias, apoiando uma possivel
associagdo entre a exposicdo a agrotoxicos e disturbios reprodutivos
(KOIFMAN; KOIFMAN; MEYER, 2002). Agrotoxicos tém sido detectados em
amostras de sangue humano, no leite materno e residuos presentes em alimentos
consumidos pela populagdo em geral, apontando a possibilidade de ocorréncia de
anomalias congénitas, de cancer, de doencas mentais, de disfungbes na
reprodutividade humana relacionadas ao uso dos mesmos (SIQUEIRA; KRUSE,
2008; BILA; DEZOTTI, 2007).

Desse modo, a contaminagdo por produtos quimicos persistentes é
potencialmente prejudicial a organismos em niveis tréficos superiores da cadeira

alimentar. E os seres humanos estido expostos a essa contaminacao, visto que a
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principal fonte de exposi¢cao cronica a essas substéncias é a dieta (LeDOUX, 2011;
GHISELLI; JARDIM, 2007).

Um exemplo das consequéncias devastadoras da exposicdo em seres
humanos a disruptores enddcrinos € o caso do potente principio ativo
dietilestilbestrol (DES), um estrogénio sintético. Anteriormente a sua proibicdo no
inicio dos anos 70, ele foi, erroneamente, prescrito para cerca de cinco milhdes de
mulheres gravidas para impedir o aborto espontaneo e promover o crescimento fetal.
Passado algum tempo, depois que as criangas atingiram a puberdade, descobriu-se
que o DES afetou o desenvolvimento do sistema reprodutivo, além de ter causado
cancer vaginal (U.S.EPA, 2010; PRINS, 2008; BAIRD, 2002; CEC, 1999).

1.8. Técnicas de Extracao de Disruptores Endécrinos em Amostras de Peixe

A etapa de preparo de amostra e as operagdes envolvidas podem afetar o
resultado final, necessitando-se desta forma, que para se obter a informagéo correta
deve-se realizar o preparo adequado. E de extrema importancia que a amostra para
analise esteja homogénea e que seja representativa. Uma amostra representativa
tem a composicdo quimica, a mais proxima possivel da média do material como um
todo (FENIK; TANKIEWICZ; BIZIUK, 2011).

Observa-se na literatura o uso de diversas técnicas de preparo de amostra
para a extragcdo de disruptores enddcrinos em amostra de peixe, com o objetivo de
minimizar o manuseio da amostra, determinar niveis cada vez menores de
concentragado, bem como reduzir os residuos téxicos gerados.

A fim de tornar o preparo de amostra mais rapido tem se utilizado as técnicas
de Extracdo com Solvente Acelerada (ASE, do inglés Accelerated Solvent
Extraction) e Extracao Assistida por Microondas (MAE, do inglés Microwave Assisted
Extraction), ambas, baseiam-se no uso de alta temperatura e pressdo para aquecer
a mistura da amostra com o solvente extrator (FENIK; TANKIEWICZ; BIZIUK, 2011;
BALLESTEROS-GOMEZ; RUBIO; PEREZ-BENDITO, 2009). ASE foi utilizada para a
determinacdo de 4-n-nonilfenol e 4-terc-octilfenol em filé de peixe, com posterior
limpeza do extrato utilizando extracdo em fase solida (SPE, do inglés Solid Phase

Extraction) com sorvente propildiol, no qual os autores obtiveram uma média de
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recuperacao para os dois compostos estudados de 70% (GADZALA-KOPCIUCH, R;
FILIPIAK, A.; BUSZEWSKI, 2008).

O tradicional Soxhlet tem sido também utilizado para a extragdo de
agrotoxicos organoclorados em peixe, com o uso de n-hexano e mistura de n-
hexano e acetona, principalmente. Essa técnica geralmente permite a extracdo de
uma ampla gama de agrotoxicos, mas utilizada inadequadamente pode resultar em
baixas recuperagdes (LeDOUX, 2011). O longo tempo de extragdo e o uso de
grande quantidade de solventes organicos sao desvantagens bastante relevantes
quando se deseja escolher a técnica ideal para se trabalhar (LeDOUX, 2011; FENIK;
TANKIEWICZ; BIZIUK, 2011).

Yang et al. (2007) utilizaram ultrassom para a extragdo de HCH e seus
isébmeros, hexaclorobenzeno, DDT, DDE e DDD, onde utilizaram 100 mL de uma
mistura de hexano e diclorometano seguida de sonicagao por 40 min e repouso por
10 h e nova sonicagdo (20 min). Posteriormente uma sequéncia de etapas de
limpeza e concentracdo do extrato foi realizada, utilizando colunas empacotadas,
evaporador rotatério e fluxo de nitrogénio. Observa-se aqui um grande tempo para o
preparo da amostra e uma sequéncia de etapas que acarretam em maior manuseio
da amostra, podendo resultar em maiores perdas de analito, ndo sendo o almejado.
De mesmo modo, Vallejo et al. (2010) utilizou ultrassom para a determinagédo de 5
horménios em peixe, em um procedimento com menor consumo de solvente
organico, tendo como solvente extrator 5 mL de acetona submetido a banho
ultrassénico por 2 min e 5 ciclos. O sobrenadante foi filtrado utilizando filtros de
PTFE e concentrado, e seguido de adicdo de 1 mL de hexano para a etapa de
limpeza utilizando cartuchos de florisil e logo apds, evaporado.

Dispersdo da Matriz em Fase Sélida (MSPD, do inglés Matrix Solid Phase
Dispersion) € um meio de preparo de amostra que combina o uso de forgca mecanica
para a homogeneizagdo entre a amostra e um determinado sorvente, e pode ser
aplicada na extragao de disruptores enddcrinos em peixe (LeDOUX, 2011). Destaca-
se que esta técnica pode algumas vezes resultar em baixas recuperagoes e devido
ao uso de altas concentragdes de sorventes necessita-se de uma etapa adicional de
limpeza (WILKOWSKA,; BIZIUK, 2011).

Varias abordagens sédo dadas a fim de eliminar interferentes coextraidos,

incluindo congelamento, centrifugagao, particdo liquido-liquido, Cromatografia com
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Permeacao em Gel (GPC, do inglés Gel Permeation Chromatography), Extracédo em
Fase Sdlida (SPE), Microextracdo em Fase Sdlida (SPME, do inglés Solid Phase
Micro Extraction) além de outras (LeDOUX, 2011).

SPE ¢é a técnica de limpeza mais popular, visto que a amostra passa por um
cartucho no qual contém uma coluna de um determinado sorvente, e o analito é
adsorvido sobre as particulas do adsorvente, os analitos s&o liberados com a adi¢ao
de um solvente de eluicdo (FENIK; TANKIEWICZ; BIZIUK, 2011). Vallejo et al.
(2010) analisaram a bile de peixes onde foi realizada a hidrélise dos conjugados dos
horménios analisados e seguida a extracdo utilizando SPE, com cartuchos Oasis-
HBL e concentragéo do extrato sob fluxo de nitrogénio.

Na técnica de SPME os analitos sdo adsorvidos em uma fibra recoberta com
uma camada de fase sélida a qual é empurrada para fora de uma microseringa. O
analito é, entdo, termicamente dessorvido e transferido ao sistema cromatografico. O
beneficio dessa técnica € a eliminagdo do uso de solventes. Esta técnica pode ser
utilizada analisando o headspace (HD-SPME, do inglés Headspace-Solid Phase
Micro Extraction) ou fazendo-se a imersao direta da fibra na solugdo (DI-SPME, do
inglés do inglés Direct Imersion-Solid Phase Micro Extraction) (FENIK;
TANKIEWICZ; BIZIUK, 2011).

A técnica de Polimeros Molecularmente Impressos (MIP, do inglés Moleculary
Imprited Polymer) emprega polimeros os quais est&o interligados e organizados com
0 objetivo de mimitizar o reconhecimento biolégico, onde em condi¢gdes adequadas
sao capazes de reconhecer a molécula modelo. Desse modo, utilizando SPME
juntamente com a MIP, Hu et al. (2010) desenvolveram um método para determinar
4 hormobnios (estrona, 17B-estradiol, estriol e 17a-etinilestradiol) em filé de peixe.

O método QUEChERS (do inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged e
Safe) foi originalmente desenvolvido para a extragdo de uma ampla faixa de
agrotoxicos em frutas e vegetais e se tornou muito conhecido desde que foi
introduzido por Anastassiades et al. (2003). Esse método é caracterizado pelo uso
de um solvente polar, acetonitrila, para extragcdo de matrizes que contenham agua e
sdo utilizados sais a fim de obter separacdo de fases (ANASTASSIADES et al.,
2003). Essa adicdo de sais permite que compostos de diferentes polaridades
possam ser extraidos. A adi¢cao de sulfato de magnésio anidro (MgSO;,), promove a

separagao entre a agua e a fase organica e permite, desse modo, a particao dos
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compostos polares mais faciimente (ANASTASSIADES et al., 2003; WILKOWSKA;
BIZIUK, 2011). Pode-se adicionar cloreto de sodio (NaCl) para auxiliar no efeito
salting out e acetato de sodio (NaAc) para que haja a formacédo de tampao acetato
quando adiciona-se acido aceético a acetonitrila. O efeito salting out consiste da
adicdo em excesso de um sal proporcionando, desse modo, que o analito se torne
menos soluvel na fase aquosa (ANASTASSIADES et al., 2003; PRESTES et al.,
2009).

Juntamente com o método QUEChERS foi proposto um novo método de
limpeza denominado Extracdo em Fase Sodlida Dispersiva (d-SPE), onde uma
quantia de extrato é colocada em contato com uma mistura de sorventes e/ou sais
(ANASTASSIADES et al., 2003;). Esses sorventes podem ser uma amina primaria-
secundaria (PSA), a qual tem elevado efeito quelante devido a presenca dos
grupamentos amino primario e secundario, acarretando em remocado de acido
organicos polares, pigmentos polares, alguns agucares e acidos graxos (PRESTES
et al., 2009; WILKOWSKA,; BIZIUK, 2011). Pode-se ainda utilizar C18 para remover
substancias interferentes apolares, como lipideos, e ainda carbono grafitizado para
remover esterois e pigmentos como clorofila (WILKOWSKA,; BIZIUK, 2011). O menor
tempo de preparo de amostra, a eliminacdo de etapas de evaporagao e a troca do
uso de cartuchos tradicionais de SPE por d-SPE s&o algumas das vantagens
oferecidas com o método QUEChERS.

Norli; Christiansen; Deribe (2011) empregaram o método QuUEChERS
modificado para a determinagédo de 22 agrotoxicos organoclorados e 7 PCBs em filé
de peixe das espécies tilapia (Oreochromis niloticus) e salmao (Salmo salar). Nesse
trabalho os autores propuseram a adicdo de agua anteriormente a adigdo de
acetonitrila bem como uma etapa de congelamento para remog¢ao de lipideos
presentes na matriz de peixe.

Muitos pesquisadores propdem alteragdes no procedimento, portanto,
encontra-se o termo método QUEChERS modificado, ou seja, tem como base o
método original, mas pequenas alteragbes foram propostas a fim de melhora-lo e/ou
adequa-lo as matrizes trabalhadas. Observa-se que o uso do método QUEChERS
em comparagao com as demais técnicas de extragdo, aqui apresentadas, possibilita
a extragdo de um numero maior de analitos de diferentes grupos quimicos e

polaridades em amostras soélidas, como alimentos. Além disso, € um procedimento
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que nao exige instrumentagdo diferenciada, e utiliza-se uma quantidade bastante

reduzida de solvente organico.

1.9. Técnicas para Determinagao de Compostos Organicos

1.9.1. Cromatografia Gasosa e Cromatografia Liquida

A Cromatografia Gasosa € uma técnica de separacdo com um poder de
resolucao excelente, a qual baseia-se na diferente distribuicdo de substancias da
amostra entre uma fase estacionaria e a fase movel (um gas), sendo esta aplicada a
analise de compostos volateis ou volatilizaveis, termicamente estaveis. Apos serem
separadas na coluna, as substancias analisadas chegam ao sistema de deteccéo,
sendo os principais detectores classicos aplicados nessa técnica: Detector por
Condutividade Térmica (TCD, do inglés Thermal Conductivity Detector); Detector por
lonizagcdo em Chama (FID, do inglés Flame lonization Detector); Detector por
Captura de Elétrons (ECD, do inglés Electron Capture Detector) e Detector de
Nitrogénio e Fésforo (NPD, do inglés Nitrogen Phosphorus Detector) (COLLINS;
BRAGA; BONATO, 2009).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés High
Performance Liquid Chromatography) é uma técnica importante, pois a maioria dos
compostos ndo sao suficientemente volateis para serem analisados por
Cromatografia Gasosa e o requisito principal para a analise em HPLC é a
solubilidade dos compostos na fase mével (HARRIS, 2008). Os principais sistemas
de deteccado sdo: Detector de Ultravioleta e Visivel (UV-vis); Detector por Arranjo de
Diodos (DAD, do inglés Diode Array Detector) e Detector de Fluorescéncia (FD, do
inglés Fluorescence Detector) (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2009; HARRIS, 2008).

A Cromatografia pode ser combinada a diferentes sistemas de detecgéo,
tratando-se de uma das técnicas analiticas mais utilizadas e de melhor desempenho
(CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008). Muito importante destacar que, com 0 uso
desses detectores classicos, as analises quantitativas ficam limitadas, de um modo

geral, a identificagdo do analito através do seu tempo de retencéao (tr) caracteristico,
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0 que pode gerar um grande problema, pois varios compostos podem apresentar o
mesmo tg, resultando na identificacdo equivocada do analito em questao (LANCAS,
2009).

Desse modo, fez-se necessario o acoplamento de um cromatoégrafo com o
espectrometro de massas, combinando assim, as vantagens da Cromatografia (alta
seletividade e eficiéncia de separagdo) com as vantagens da Espectrometria de
Massas (obtengcédo de informacéo estrutural, massa molar e aumento adicional da
seletividade) (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

1.9.2. Espectrometria de Massas

A histéria da Espectrometria de Massas (MS, do inglés Mass Spectrometry)
teve inicio com os experimentos de J. J. Thomson, em 1897, sobre raios catodicos,
onde ao aplicar um campo elétrico em um tubo, observou-se a deflexdo do elétron
dentro do mesmo, sendo esta uma das primeiras determinagbes da razdo m/z
(massal/carga) (LANCAS, 2009).

O principio basico da Espectrometria de Massas é a geragdo de ions de
compostos organicos ou inorganicos e separagao através da sua m/z, seguida da
detecgdo qualitativa e quantitativa da respectiva m/z e abundancia. Essa ionizagéo
pode ser realizada termicamente, por campo elétrico, por impacto energético de
elétrons, ions ou fétons, dentre outros. O espectrdmetro de massas consiste em uma
fonte de ions, um analisador de massas e um detector, sendo que os dois ultimos
sdo operados sob condi¢cbes de alto vacuo. A fonte de ions ndo necessariamente

estara sob vacuo, podendo ficar em pressao atmosférica (GROSS, 2004).

1.9.2.1. Fontes de lonizacao

Tratando-se de fontes de ionizacdo em Epectrometria de Massas muitas
podem ser as opg¢des a serem utilizadas, sendo necessario avaliar as caracteristicas
dos analitos de interesse e desse modo escolher a fonte de ionizagdo mais

adequada para a analise. A Figura 1 faz uma relagdo entre a massa molecular e a
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polaridade dos analitos, sendo possivel observar a fonte ideal para a aplicacéo
desejada. Pode-se utilizar com Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de
Massas (LC/MS, do inglés Liquid Chromatography coupled to Mass Spectrometry) as
fontes de eletronebulizagdo (ESI, do inglés Electrospray lonization), ionizagao
quimica a pressao atmosférica (APCI, do inglés Atmospheric Pressure Chemical
lonization) ou ainda fotoionizacdo a pressdo atmosférica (APPI, do inglés
Atmospheric Pressure Photoionization) (LANCAS, 2009)
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Figura 1 - Principais caracteristicas das fontes de ionizacdo empregadas em
acoplamentos GC/MS e LC/MS (adaptado de LANCAS, 2009).

Quando se trata do acoplamento da Cromatografia Gasosa com a
Espectrometria de Massas (GC/MS, do inglés Gas Chromatography coupled to Mass
Spectrometry), dois sdo os modos de ionizagdo possiveis: lonizagdo por Elétrons
(El, do inglés Electron lonization) ou por lonizagao Quimica (Cl, do inglés Chemical
lonization).

lonizacdo por Elétrons (El): consiste no bombardeio de elétrons sobre uma

molécula neutra, sendo que previamente esta molécula foi transferida para a fase
gasosa. Portanto, quando um dos elétrons da fonte de ionizagdo se aproximar de um
dos elétrons que esta orbitando a molécula, estes irdo se repelir, Figura 2. Com isso,
o elétron da molécula sera ejetado gerando um ion molecular carregado
positivamente (GROSS, 2004).

M+e - M"+2¢e
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Quando se trata de El, ndo existe equilibrio térmico porque os ions sao
gerados na fase gasosa e sob vacuo, geralmente de 10 e 10 torr. Sob esse vacuo
€ improvavel ocorrer interagdes entre ions depois que estes sao formados. Logo o
espectro de massas de El é reprodutivel, pois se trata de um método fisico de
ionizacdo, nao ocorrendo reacdes quimicas ou colisbes dentro da fonte de ions
(BENASSI, 2009). A eficiéncia do El € dependente da energia de ionizag&o, que é o
minimo de energia necessaria para a ionizagdo, sendo para a maioria das
moléculas, de 7-15 eV. Assume-se que a energia 6tima para a ionizagdo em EIl é de
70 eV, visto que nenhum atomo ou molécula ficara sem ser ionizado, assegurando
desse modo, uma reprodutibilidade nos espectros gerados, ndo havendo diferengas
significativas entre os espectros experimentais e uma biblioteca de dados (GROSS,
2004).

Anode trap
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Figura 2 - Esquema da fonte de ionizagao por elétrons (CHROMEDIA, 2011).

lonizacdo Quimica (Cl): Foi desenvolvida especialmente para aumentar a
producdo do ion molecular e reduzir as fragmentagdes associadas a ionizagao por
elétrons (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008). Utilizando esse tipo de ionizagao,
novas espécies sao formadas quando moléculas gasosas interagem com ions, onde
pode envolver a transferéncia de um elétron, préton, ou outra espécie carregada
entre os reagentes (o analito neutro e os ions do gas reagente). Esta mistura
(moléculas do analito + gas reagente) é bombardeada com elétrons, assim como na
El. Mas, como o gas reagente estd em excesso em relagdo ao analito, ele é

ionizado quase que exclusivamente e passam a ocorrer reacdes entre 0s ions em
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fase gasosa do gas reagente e as moléculas neutras do analito, dando origem as
moléculas carregadas do analito [M+H]*. Por este processo ser relativamente de
baixa energia, quase nado é observado fragmentacdo (CHIARADIA; COLLINS;
JARDIM, 2008; GROSS, 2004).

1.9.2.2. Analisadores de Massas

Os analisadores de massas separam os ions de acordo com a relagéo
existente entre suas massas e cargas, ou seja, a razao m/z. Atualmente, existem
uma grande variedade de analisadores de massas, e a escolha do mais apropriado
depende da aplicagao (faixa de massas desejada), desempenho (resolugdo) bem
como o custo. Alguns exemplos sdo: quadrupolo (e triplo quadrupolo), ion trap,
tempo de voo e quadrupolo-tempo de voo, dentre os quais estdo brevemente
descritos abaixo o quadrupolo e o triplo quadrupolo.

Quadrupolo (qMS): E o analisador de massas mais popular, principalmente,

pela sua simplicidade, precgo relativamente baixo, boa linearidade, facilidade de ser
entendido e operado. O quadrupolo é composto de quatro barras usualmente de
metal, disposta em pares nos quais se aplicam uma corrente continua do tipo DC
(corrente direta) e um potencial RF (radio frequéncia) alternante. Os ions produzidos
na fonte de ionizacéo séo focalizados ao centro da regido entre os quatro cilindros e
atravessam o quadrupolo axialmente. Suas trajetorias sdo dependentes do campo
elétrico produzido onde apenas ions de determinada m/z terdo essa trajetéria
estavel e chegardo ao detector. A RF é variada para que os ions de diferentes m/z
obtenham uma trajetéria estavel ao longo do quadrupolo chegando ao detector,
gerando assim o espectro de massas. A trajetoria dos ions € um pouco complexa,
mas simplificadamente seguem uma trajetéria helicoidal, ver Figura 3 (LANCAS,
2009; CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; CORILO, 2009; STASHENKO;
MARTINEZ, 2010).
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Figura 3 - Esquema de funcionamento do analisador de massas, do tipo quadrupolo
(CORILO, 2009).

source slit

Triplo quadrupolo (TQ): Este instrumento é constituido por trés quadrupolos

em série, sendo que o segundo quadrupolo (q ou cela de colisdo) ndo é utilizado
para separar ions de mesma razdo m/z, mas sim como cela de colisdo, na qual
ocorre a fragmentagao dos ions selecionados no primeiro quadrupolo (Q1 ou MS1)
geralmente por dissociagao induzida por colisdo com um gas inerte (CID, do inglés
collision-induced dissociation), e também & empregado como direcionador dos ions
produzidos ao terceiro quadrupolo (Q3 ou MS2) (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM,
2008). A principal vantagem de um analisador do tipo triplo quadrupolo, em relagéo a
um quadrupolo simples € o aumento da relagao sinal/ruido, visto que no primeiro
selecionam-se somente os ions caracteristicos do analito de interesse. Ou seja, por
ser mais seletivo, se torna mais sensivel, podendo desse modo obter melhores
limites de quantificacéo para a substancia de interesse (STASHENKO; MARTINEZ,
2010).

1.9.2.3. Dissociagao Induzida por Colisao (CID)

Na dissociacdo induzida por colisdo, CID, o ion precursor proveniente do
primeiro quadrupolo é acelerado por um potencial elétrico para uma regido de alto
vacuo no interior do segundo quadrupolo, onde sofre repetidas colisdes com um gas
inerte de elevada energia (geralmente Ar, He ou N3), 0 que leva a um aumento na
energia potencial deste ion até ocasionar sua fragmentag¢ao, conduzindo a formagéo

dos ions produto (ver Figura 4). Todos os quadrupolos s&o controlados para
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transmitir ions de uma unica razao m/z ou de um intervalo de razdes m/z para gerar
informagdo analitica mais exata (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008;
STASHENKO; MARTINEZ, 2010; GROSS, 2004).

Fidh ALY

-
{:}4

£

From MS1 Callision MS2 To detector
source cell

Figura 4 - Esquema de um analisador triplo quadrupolo e sua cela de coliséo
(CHROMEDIA, 2011).

1.9.2.4. Técnicas de Operacao para Obtencao do Espectro de Massas em MS/MS

Full scan: Este tipo de varredura € muito comum quando se tem um unico
quadrupolo, mas quando se tem um sistema MS/MS pode-se utiliza-lo também,
utilizando somente o Q1, desse modo realizando a varredura completa da amostra
em uma faixa ampla de m/z, durante a corrida cromatografica. O cromatograma
nessa condicdo é conhecido como Cromatograma de ion Total (TIC, do inglés total
ion chromatogram). Neste caso, o g2 e o Q3 funcionam como lentes, transmitindo os
ions (STASHENKO; MARTINEZ, 2010; GROSS, 2004).

Monitoramento do ion Selecionado (SIM, do inglés Selected lon Monitoring):

O modo SIM é muito utilizado quando se tem apenas um quadrupolo, mas de
mesmo modo pode ser utilizado no sistema triploquadrupolar. Quando operado no
modo SIM pode-se escolher um Unico ion a ser monitorado ou varios ions
caracteristicos dos analitos alvo de interesse, que estao presentes em uma mistura
complexa. Neste caso, 0 g2 e o0 Q3 servem somente para transmitir os ions filtrados
no Q1 (STASHENKO; MARTINEZ, 2010; GROSS, 2004).

Scan _do ion Produto: Consiste em selecionar um ion precursor de

determinada m/z no Q1, o qual opera em modo SIM, e determinar todos os ions
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produtos resultantes da dissociagdo induzida por colisdo no Q3 (STASHENKO;
MARTINEZ, 2010; CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).
Scan _do_fon Precursor: Consiste na escolha de um ion produto para

determinar a origem do mesmo, ou seja, qual o ion precursor que originou este
produto. Todos os ions precursores que produzam ions de massa-carga, seja por
reagcdes ou fragmentacdes, serdo detectados. Assim, o Q1 opera no modo scan,
enquanto o Q3 no modo SIM (STASHENKO; MARTINEZ, 2010; RICCIO, 2009).
Monitoramento de Reacdo Multipla (MRM, do inglés Multiple Reaction

Monitoring): Neste tipo de varredura € monitorada a fragmentagcdo de um ion
precursor selecionado no Q1 e seus correspondentes ions produtos que sao filtrados
em Q3. A auséncia da varredura permite que o equipamento focalize apenas o
precursor e o produto, aumentando a sensibilidade para o monitoramento, que é
associado a um aumento na seletividade (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008;
STASHENKO; MARTINEZ, 2010).

1.9.2.5. Importancia do Acoplamento da Cromatografia com a Espectrometria de
Massas para a Analise de Disruptores Enddcrinos em Peixe

Como ja visto, a determinagcdo da presencga de disruptores enddcrinos em
produtos de origem animal é de extrema importancia, e devido as concentragbes
bastante baixas desses compostos, existe a necessidade do uso de técnicas
analiticas com alta seletividade, a fim de quantifica-los adequadamente.

O uso de técnicas de separagdo como a Cromatografia isoladamente, nao
permite uma separacao suficientemente adequada e confiavel, devido a baixa
seletividade e sensibilidade dos detectores classicos empregados. Mas o
acoplamento da Cromatografia com a Espectrometria de Massas em série pode
superar isso, devido a alta seletividade desse acoplamento. Assim, possibilitando a
simplificacdo dos procedimentos de preparo de amostra, resultando em métodos
mais rapidos e menos trabalhosos (NUNEZ; MOYANO; GALCERAN, 2005).

O uso da Cromatografia acoplada a Espectrometria de Massas em série, em
especial operando no modo MRM é de grande importancia para a analise destes

compostos (analitos-alvo) presentes em nivel de tragcos em matrizes muito
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contaminadas, complexas e/ou com muitas interferéncias, como € o caso da matriz
peixe. Isso ocorre, devido a redugdo na probabilidade de interferéncias espectrais
permitindo a identificagdo através do monitoramento de duas (ou trés) transigdes:
uma para a quantificagdo e a outra para a confirmacdo do analito em questao
(STASHENKO; MARTINEZ, 2010; SOLER; PICO, 2007). A Diretiva (2002/657/EC)
ainda descreve que para instrumentos LC-MS/MS e GC-MS/MS deve-se monitorar
duas transigdes, a partir do mesmo ion precursor; ou ainda de dois ions precursores
e um produto para cada precursor. Quando a relagéo da intensidade entre o ion de
confirmagédo e o ion de quantificacdo for >50% ¢é aceito uma variagao de +20%;
quando de 20% a 50%, aceita-se variacdo de +25%; e sendo esta de 10% a 20%

pode-se ter uma variagéo de £30% e <10% pode-se aceitar uma variagao de £50%.

1.10. Efeito Matriz

O efeito matriz € observado como um aumento ou diminuigdo na resposta do
detector na presenca no analito no extrato da matriz comparado com o mesmo
analito presente em solvente orgénico. Quando o resultado for acima de 10%
considera-se que o efeito matriz comega a exercer influéncia nas analises (PIZZUTI
et al., 2007; PINHO et al., 2009).

1.10.1. Efeito Matriz em Cromatografia Gasosa

O efeito de matriz pode causar outras alteragbes na analise cromatografica,
como: j) mascaramento do pico do analito de interesse, gerando um resultado falso
negativo. Isso ocorre, por exemplo, quando ha perdas do analito no sistema de
injecao, fornecendo baixa resposta; i) erro na identificacdo do analito, pois
componentes da matriz podem ser erroneamente identificados como o analito de
interesse quando, na verdade, este esta ausente, gerando resultado falso positivo.
Este problema pode ser evitado quando acopla-se o cromatdégrafo com um
espectrometro de massas; i) aumento no sinal do detector, levando a

superestimacado do resultado. Isso ocorre quando impurezas volateis sdo eluidas
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com mesmo tempo de retengédo do analito; extingdo do sinal no detector, ou seja, o
sinal do analito é diminuido gerando uma subestimacédo do resultado, fato comum
aos detectores fotomeétricos de chama (PINHO et al., 2009).

Observa-se o pronunciamento do efeito matriz em analises de amostras
complexas, mas as condi¢gdes cromatograficas no injetor, na coluna cromatografica e
no detector devem ser consideradas. Destaque-se como principal fator em GC o
sistema de injecdo, onde quando as solugdes-padrao sdo preparadas em solvente
puro e analisadas, os sitios ativos do insersor (liner) estdo disponiveis para a
retencao dos analitos e, assim, uma menor quantidade é transferida para a coluna e
consequentemente detectada. Na analise do extrato da matriz contendo esses
analitos, ocorre uma competicao entre os componentes da matriz e os analitos pelos
sitios ativos do liner. Assim, quando comparada a resposta do extrato contendo os
analitos com solugdes preparadas em solvente do mesmo analito, ocorre uma
superestimacao dos resultados (PINHO et al., 2009).

A fim de minimizar a influencia da matriz sobre os resultados obtidos, deve-se
preparar as solugbes padrdes no extrato da matriz, desse modo mascarando os
sitios ativos presentes no liner (FRENICH et al., 2009; PINHO et al., 2009). Ou ainda

com um melhor preparo e purificagado dos extratos na etapa de limpeza.

1.11. Padrao Interno e Padrao de Substituicao (surrogate)

Idealmente, a substancia usada como Padrao Interno (Pl) deve ser similar a
substancia a ser quantificada, ter tempo de retengéo préximo a esta substancia, néo
reagir com a substancia ou outro componente da matriz, ndo fazer parte da amostra,
e, quando cromatografada n&o coeluir com os analitos em estudado na amostra.
Este ultimo requisito ndo é necessario quando a deteccéo € feita por espectrometria
de massas, na qual cada composto produz um espectro caracteristico. O método de
padronizagao interna é extremamente Util, especialmente pelo fato de que
independe de pequenas mudangas em variaveis experimentais, como temperatura
da coluna e tamanho da amostra. Este método € bastante util em cromatografia
gasosa, na qual se usa seringa para injegcdo de amostra e por isso deve ser feito a
cada analise (RIBANI et al., 2004).
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O Padrao de Substituicdo (PS), do inglés surrogate, é definido como um
composto puro adicionado ao material de analise, no qual o comportamento quimico
e fisico é representativo da substancia de interesse na forma nativa. E chamado de
padrdo de substituicdo porque este é transferido para a amostra e pode nao estar
efetivamente no mesmo equilibrio que se encontra na forma nativa, portanto a
determinacdo da recuperagdo do padrao de substituicdo realiza-se fazendo uma
“correcao de recuperagao” para a substancia de interesse (THOMPSON; ELLISON;
WOOD, 2002; RIBANI et al., 2004). ldealmente pode-se utilizar compostos
isotopicamente modificados, pois os mesmos n&do sdo encontrados na natureza
nesta forma, e sdo quimicamente idénticos aos analitos ndo deuterados. Assim,
utilizando Cromatografia Gasosa eles apresentaram tempos de retengcéo proximos e
utilizando Espectrometria de Massas sao identificados pela diferenca de massas
entre o padrao isotopico e o analito (AHMADKHANIHA et al., 2010).

1.12. Planejamento Fatorial

A otimizagao de variaveis experimentais é geralmente realizada por meio de
procedimentos que avaliam o efeito de uma variavel por vez (univariado),
apresentando desvantagens, tais como o tempo gasto para otimizagao e a falta de
avaliacdo acerca das interacbes entre as variaveis que afetam o processo em
estudo. Estas desvantagens resultam numa otimizag&do ineficiente, impedindo o
rapido estabelecimento de 6timos verdadeiros, os quais sao atingidos pelo emprego
de sistemas multivariados. Dentre os diversos tipos de planejamento experimental,
os sistemas de planejamento fatorial destacam-se, pois permitem avaliar
simultaneamente o efeito de mais de uma variavel, a partir de um numero reduzido
de ensaios experimentais, quando comparados aos processos univariados (CUNICO
et al., 2008).

A metodologia de superficies de resposta (RSM, do inglés Response Surface
Methodology) € uma ferramenta de otimizagao baseada em planejamentos fatoriais
que foi introduzida por G. E. P. Box na década de 1950, e que desde entdo tem sido
usada com grande sucesso na modelagem de diversos processos (NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010). Apresenta duas etapas distintas, modelagem e
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deslocamento, as quais sao repetidas tantas vezes quanto necessario, com o
objetivo de atingir uma regido 6tima da superficie investigada. A modelagem é
normalmente feita ajustando-se modelos simples (em geral, lineares ou quadraticos)
a respostas obtidas com planejamentos fatoriais ou planejamentos fatoriais
ampliados. O deslocamento se da sempre ao longo do caminho de maxima
inclinagdo de um determinado modelo, que é a trajet6ria na qual a resposta varia de
forma mais pronunciada (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

Em um planejamento fatorial sdo investigadas as influéncias das variaveis
experimentais de interesse e os efeitos de interacdo na resposta ou respostas. Se a
combinacdo de k fatores € investigada em dois niveis, um planejamento fatorial
consistira de 2 experimentos (TEOFILO; FERREIRA, 2006). Utilizando o modelo
linear o primeiro passo é investigar a superficie de resposta em torno das condigdes
habituais de funcionamento do processo. O planejamento contém um ponto central
(Figura 5), e por isso varre trés niveis de cada fator, permitindo assim, verificar se ha
ou nao falta de ajuste para um modelo linear. Ao todo realizam-se 7 ensaios, sendo
trés repeticdes do ponto central, e a resposta é estimada pela equagédo 2 (NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010). No entanto, esta metodologia é possivel de ser
aplicada somente quando se utilizam variaveis quantitativas, visto que, para
variaveis qualitativas, ndo ha como adicionar niveis no ponto central. Com um
numero menor de experimentos, € possivel obter informag¢des daqueles efeitos mais
importantes e retirar, na maioria das vezes, as mesmas conclusdes caso fosse
realizado um fatorial completo (TEOFILO; FERREIRA, 2006).

y=bo + bix; + boxa+ € (2)

Onde:

X1 € Xo: sao os fatores variados codificados;

bo. € o valor populacional da média de todas as respostas obtidas;
b e by: sdo os coeficientes relacionados com as variaveis x1, xz;

e: € o erro aleatdrio associado ao modelo.
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X
1

Figura 5 - Planejamento fatorial de dois niveis com ponto central (TEOFILO;
FERREIRA, 2006).

A partir do planejamento montado, pode-se construir a matriz de coeficientes
de contraste. A matriz de coeficientes de contraste X, juntamente com o vetor de
respostas y, obtido experimentalmente, sera utilizada para calculo dos coeficientes
do modelo, conhecidos também como vetor de regressdo (TEOFILO; FERREIRA,
2006).

Xb (3)

<
1

Onde:
y: € o vetor das respostas estimadas pelo modelo;
b: é o vetor de regressdo (b = (X'X)"'X'y);

(X'X)": é a matriz inversa do produto da transposta da matriz X com ela mesma.

Em determinado momento percebe-se que o modelo linear é incapaz de
descrever adequadamente os dados, desse modo, faz-se uso do modelo quadratico,
cuja expressao geral para duas variaveis esta representada abaixo (Equacado 4)
(TARLEY et al., 2009).

Y = bo + bixs + boxa + byxPs + baoxPs + b1ox1xz (4)
Este modelo tem seis parametros, ou seja, € uma ampliagdo do modelo linear,

e essa ampliacdo pode ser feita de varias maneiras, sendo a mais comum a

construgdo do planejamento em estrela, o qual consiste em acrescentar ao



49

planejamento inicial (linear) um planejamento idéntico, porém girado de 45° em
relacdo a orientagcdo de partida. O resultado € uma distribuigcdo octogonal conforme
a Figura 6 (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

+2

+14

-2 -1 D +1 +2

Figura 6 - Planejamento fatorial em estrela para duas varidveis codificadas
(adaptado de NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

1.13. Validagao

Faz-se necessario a validacdo de métodos analiticos a fim de mostrar a
qualidade nas medi¢cdes quimicas, através de sua comparabilidade, rastreabilidade e
confiabilidade. A validagcdo de um método € um processo continuo que comega no
planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento e transferéncia (RIBANI et al., 2004).

O Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial
(INMETRO) sugere que seja feito planejamento da validagcdo levando em
consideragao os seguintes itens: definicdo da aplicagdo, objetivo e escopo do
meétodo; definicdo dos parametros de validacao e critérios de aceitagao; verificacado
das caracteristicas de desempenho do equipamento, se as mesmas estao
compativeis com o exigido pelo método em estudo; qualificagdo dos materiais (por
exemplo, reagentes); planejamento dos experimentos de validagao, incluindo o
tratamento estatistico, e execugdo dos experimentos de validagdo (INMETRO,
2011).
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No Brasil, ha guias de validagcdo tais como o da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003), com a Resolugé&o - RE n°® 899, de 29 de maio
de 2003, bem como do INMETRO com o DOQ-CGCRE-008 (revisédo 04) de 2011
(INMETRO, 2011). Os o6rgaos internacionais também dispdem de guias como a
Conferéncia Internacional em Harmonizagdo (ICH, 2005), Uni&o Internacional de
Quimica Pura e Aplicada - IUPAC (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002) e SANCO
(2009).

A validagao de um método é uma exigéncia na pratica das analises quimicas,
e tem como objetivo demonstrar que o método é apropriado para a finalidade
pretendida, ou seja, garantir, através de estudos experimentais, que o método
atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados (ANVISA, 2003).

Alguns dos parémetros envolvidos no processo de validagdo de meétodos
analiticos sdo: curva analitica e linearidade, seletividade, exatiddo, precisao

(repetitividade e precisao intermediaria), limite de deteccao e de quantificacao.

1.13.1. Seletividade

Seletividade de um método € a capacidade que o mesmo possui de medir
exatamente um composto em presenca de outros componentes tais como
impurezas, produtos de degradagdo e componentes da matriz (THOMPSON;
ELLISON; WOOD, 2002; ANVISA 2003). Pode-se também dizer que € a habilidade
dos métodos de extracdo, de purificacdo, de derivagao, do sistema de separacao e
deteccdo, em realizar a discriminacdo entre o analito de interesse e outros
compostos (SANCO, 2009).

A seletividade garante que o pico de resposta seja exclusivamente do
composto de interesse. Se ela ndo for assegurada, a linearidade, a exatiddo e a
preciséo estardo seriamente comprometidas (RIBANI et al., 2004).
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1.13.2. Linearidade e Curva Analitica

E a capacidade de uma metodologia analitca de demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004). A
quantificacdo requer que se conheg¢a a dependéncia entre a resposta medida e a
concentragdo do analito. A linearidade é obtida por padronizagao interna ou externa
e formulada como expressdo matematica usada para o célculo da concentragcédo do
analito a ser determinado na amostra real. A equagao da reta que relaciona as duas
variaveis é (INMETRO, 2011):

y=ax+b (5)

sendo:

y = resposta medida (area do pico);

X = concentracao;

a = coeficiente angular - inclinagdo da curva analitica = sensibilidade;

b = coeficiente linear - interse¢do com o eixo y, quando x = 0.

O método é mais sensivel quando pequenas variagdes de concentragao
resultam em maior variagdo na resposta, ou seja, maior inclinagéo (a). A linearidade
de um método pode ser observada pelo grafico dos resultados dos ensaios em
funcdo da concentragdo do analito e verificada a partir da equacado da regressao
linear, determinada pelo método dos minimos quadrados (INMETRO, 2011).
Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela analise de, no minimo, 5
concentragdes diferentes (ANVISA, 2003).

A partir dos pontos experimentais calcula-se o coeficiente de correlagdo (r),
parametro que permite uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto
mais proximo de 1,0, menor a dispersao do conjunto de pontos experimentais e
menor a incerteza dos coeficientes de regressdo estimados. Para verificar se a
equacao de regressdo é estatisticamente significativa, podem ser efetuados os
testes de ajuste do modelo linear, validade da regresséo, sua eficiéncia e sua

eficiéncia maxima. Um coeficiente de correlagdo maior que 0,999 é considerado
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como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressao (RIBANI et
al., 2004). E aceito pela ANVISA um coeficiente de correlagdo de 0,99 (ANVISA,
2003). Pode-se utilizar do coeficiente de determinacéo (r°) o qual é a porcentagem
da variagao da variavel dependente (y) explicada pela variavel independente (x), por
exemplo, quando r’=0,99 indica que as varidveis dependentes explicam 99% da
variagédo da variavel independente.

Todo experimento de determinacédo da faixa de trabalho é iniciado pela
escolha de uma faixa preliminar. A faixa de trabalho deve cobrir a faixa de aplicagéo
para a qual o ensaio vai ser usado e a concentragdo mais esperada da amostra
deve, sempre que possivel, se situar no centro da faixa de trabalho. No limite inferior
da faixa de concentragado, o fator limitante € o valor do limite de quantificagdo. No
limite superior, os fatores limitantes dependem do sistema de resposta do
equipamento de medicdo. Dentro da faixa de trabalho existe uma faixa de resposta
linear, desse modo, a resposta do sinal tera uma relagdo linear com o analito. A
extensdo dessa faixa pode ser estabelecida durante a avaliagdo da faixa de trabalho
(INMETRO, 2011).

1.13.3. Precisao

A precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrdes, sob condi¢des definidas (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002; RIBANI et
al., 2004). A precisao é avaliada através do desvio padrao absoluto (o), o qual utiliza
um numero significativo de medigdes, normalmente maior que 20. Na pratica, em
validacdo de métodos, o numero de determinacdes € geralmente pequeno e o que
se calcula é a estimativa do desvio padrao absoluto (s) (RIBANI et al., 2004).

Normalmente determinada para circunstancias especificas de medi¢ao, as
trés formas mais comuns de expressa-la sdo: por meio da repetitividade, precisao
intermediaria e da reprodutibilidade, sendo usualmente expressas pelo desvio
padrdo e pelo desvio padrao relativo (RSD, do inglés Relative Standard Deviation)
(INMETRO, 2011).
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A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de medicdes
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condi¢cbes de
medicdo: mesmo procedimento de medigdo; mesmo observador; mesmo
instrumento usado sob mesmas condi¢cdes; mesmo local, e repeticdbes no menor
espaco de tempo possivel (RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2011). Varias medi¢des
da mesma amostra estdo envolvidas, em diferentes preparagbes e é, algumas
vezes, denominada precisao intraensaio ou intra-corrida. Nao se deve confundir
repetitividade com preciséo instrumental, a qual € medida pelas injegdes repetitivas,
sequénciais da mesma amostra (RIBANI et al., 2004).

Precisao intermediaria refere-se a precisao avaliada sobre a mesma amostra,
amostras idénticas ou padrdes, utilizando o0 mesmo método, no mesmo laboratério,
mas definindo exatamente quais as condigdes a variar (uma ou mais), tais como:
diferentes analistas; diferentes equipamentos; diferentes tempos (INMETRO, 2011).
O objetivo da avaliagcdo da precisdo intermediaria é verificar que no mesmo
laboratério o método fornecera os mesmos resultados (RIBANI et al., 2004).

Reprodutibilidade € o grau de concordéancia entre os resultados das medigcbes
de uma mesma amostra, efetuadas sob condi¢cdes variadas (mudanca de operador,
local, equipamentos, etc.). Refere-se aos resultados dos estudos de colaboragao
entre laboratodrios (interlaboratorial) e deve ser considerada em situagées como a
padronizagdo de procedimentos analiticos a serem incluidos (RIBANI et al., 2004;
INMETRO, 2011).

Em métodos de analise de tragcos ou impurezas, sao aceitos RSD de até 20%,
dependendo da complexidade da amostra (SANCO, 2011).

1.13.4. Exatidao

A exatidao representa o grau de concordéancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro (RIBANI et al., 2004; SANCO, 2009). Os processos mais utilizados para
avaliar a exatiddo de um método sido: materiais de referéncia; comparagcao de

métodos; ensaios de recuperagao e adicao padrao (RIBANI et al., 2004).
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De acordo com o INMETRO, a limitacdo deste procedimento € a de que o
analito adicionado n&o esta necessariamente na mesma forma que a presente na
amostra. A presenca de analitos adicionados em uma forma mais facilmente
detectavel pode ocasionar avaliagdes excessivamente otimistas da recuperagéo
(INMETRO, 2011).

Valores aceitos de recuperacdo para a analise de substancias a nivel de
tracos é entre a faixa de 70 a 120% (SANCO, 2009). Porém, dependendo da
complexidade analitica e da amostra, este valor pode ser de 50 a 120%, com
preciséo de até £ 15% (RIBANI et al., 2004).

1.13.5. Limites de Deteccao e Quantificacao

Quando sao realizadas medidas em amostras com baixos niveis do analito ou
de uma propriedade, como por exemplo, analise de tragos, é importante saber qual o
menor valor de concentragéo do analito ou da propriedade que pode ser detectado
pelo método. Para a validagdo de um método analitico, € normalmente suficiente
fornecer uma indicagédo do nivel em que a detecgédo do analito pode ser distinguida
do sinal do branco/ruido (INMETRO, 2011).

O limite de deteccao (LOD, do inglés Limit of Detection) representa a menor
concentragdo da substdncia em exame que pode ser detectada, mas néo
necessariamente  quantificada, utilizando um determinado procedimento
experimental. J& o limite de quantificacdo (LOQ, do inglés Limit of Quantification)
representa a menor concentragdo da substancia em exame que pode ser medida,
com um grau aceitavel de confianga, utilizando um determinado procedimento
experimental (RIBANI et al., 2004). Para a analise em nivel de tragos, é
recomendado adotar o LOQ como a menor concentragdo da curva analitica
(INMETRO, 2011).

O LOD e o LOQ podem ser calculados de trés maneiras diferentes: método
visual, método relacdo sinal-ruido, método baseado em parédmetros da curva
analitica. O método mais utilizado € o da relagao sinal-ruido para técnicas analiticas
em geral, porém em técnicas analiticas de separagdo, como as cromatograficas e

eletroforéticas, a medi¢cao do ruido n&o é trivial e as vezes subjetiva (ja que a curva
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analitica é construida com a area e n&do somente o sinal do detector). Para resolver
este problema do calculo do LOD e LOQ ¢é importante utilizar o método baseado nos
parametros da curva analitica, que é estatisticamente mais confiavel. A curva

analitica deve conter a concentrag&o correspondente ao LOQ (RIBANI et al., 2004).
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2. MATERIAIS E METODOS

O procedimento experimental consistiu na otimizagdo do método QUEChERS
modificado e a otimizagdo do método multirresiduo por GC-(TQ)MS/MS para a
analise de disruptores enddcrinos em filé de peixe.

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Analise de Residuos de
Pesticidas (LARP) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM).

2.1. Instrumentacgao

A instrumentacao utilizada para o desenvolvimento do trabalho segue descrita
abaixo:
v Agitador Vértex - Biomixer Modelo QL-901 (Microtécnica, Brasil);
v Micropepitadores automaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha e
Eppendorf, Canada);
Balancga analitica de precisao AUW-220D (Shimadzu, Japao);

< <

Balancga analitica de precisdo UX-420H (Shimadzu, Japao);

Centrifuga refrigerada NT 825 (Novatecnica, Brasil);

Centrifuga (Centribio, Brasil);

Processador de alimentos Varimix (Targo, Espanha);

Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Direct UV3® (Millipore, Bedford, MA,
EUA);

Sistema GC-(TQ)MS/MS: Cromatégrafo a gas Varian 1200-MS equipado com:
= Amostrador automatico CP 8400 (Varian, EUA);

= Coluna capilar VF-5-MS (5% fenil 95% metilpolisiloxano), com 30 m x 0,25

SRR

(\

mm; 0,25 ym de espessura de filme;

= Cromatégrafo a gas CP 3800 (Varian, EUA);

» Detector de massas triplo quadrupolo 1200, atuando no modo MRM
(Varian, EUA);
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= Injetor 1079 com Programacé&o de Temperatura de Vaporizagdo — PTV,
com insersor de vidro silanizado (d.i. 3.4 mm) contendo cerca de 0,5 cm
de carbofrita (Varian, EUA);

» Sistema de aquisicdo de dados através do software MS Workstation 6.4
(Varian, EUA).

2.2. Materiais Utilizados

v

AN NN Y N N N N

AN
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Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q Direct UV3® (resistividade de
18,2 MQ cm);

Acetato de sédio anidro p.a. (Mallinckrodt, México);

Acetona grau HPLC (Mallinckrodt, EUA);

Acetonitrila grau HPLC (Mallinckrodt, NJ, EUA);

Acido acético glacial 100% (J. T. Baker, EUA)

Cloreto de calcio p.a. (Spectrum, EUA)

Cloreto de sodio p.a. (Sigma-Aldrich, Alemanha);

Extran® neutro (Merck, Brasil);

Filtros de nylon de 13 mm e porosidade de 0,2 ym (Vertical Chromatography,
Tailandia);

Florisil 60-100 mesh (Mallinckrodt, EUA);

Frascos de vidro (vial), capacidade de 2 mL;

Gas argdbnio analitico 99,9992% usado como gas de colisdo no sistema GC-
(TQ)MS/MS (Air Products, Brasil);

Gas hélio analitico 99,9997% usado como gas de arraste no sistema GC-
(TQ)MS/MS (Air Products, Brasil);

Hexano (95% n-hexano) (J.T. Baker, EUA);

Sorvente Bondesil C18 com tamanho de particulas de 40 ym (Varian, EUA);
Sorvente Bondesil PSA com tamanho de particulas de 40 um (Varian, EUA);
Sulfato de magnésio anidro p.a. (J.T. Baker, Japao);

Tubos de polipropileno, com tampas de rosca com capacidade de 50 e 15 mL
(Sarstedt, Alemanha);

Padrdes solidos dos compostos em estudo (conforme Tabela 2);
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2.3. Processamento da Amostra

As amostras “branco” de jundid foram adquiridas em uma piscicultura na
cidade de Sao Joao do Polésine no Rio Grande do Sul, Brasil e feitos cortes para a
retirada dos filés de peixe. Uma porcao aproximada de 500 g de filé foi processada
até completa homogeneizagao, utilizando processador VariMix. Apds processada, as
amostras foram acondicionadas em freezer, com temperatura abaixo de -10 °C, até
a sua utilizagao.

O mesmo procedimento foi utilizado para as amostras das espécies de jundia,
panga, tilapia e carpa, as quais foram adquiridas de supermercados de Santa Maria

no Rio Grande do Sul, Brasil.

2.4. Selegao do Padrao Interno e do Padrao de Substituicao (surrogate)

Utilizou-se como padrdo interno para a avaliacgdo do instrumento o
trifenilfosfato e o quintozeno. O trifenilfosfato foi utilizado tendo como base o trabalho
desenvolvido por ANASTASSIADES et al. (2003) para analises utilizando
QuEChERS. Foi utilizado também o quintozeno como PI, visto que seu uso néo é
permitido, com base no PNCRC/MAPA (2010). Os padrdes internos foram utilizados
a fim de controle do instrumento aceitando-se valores de 20% de variagdo de area,
nao sendo utilizados para os calculos. No extrato final (1 mL) foi adicionado 10 pL de
uma solugéo, contendo quintozeno e trifenilfosfato na concentragéo de 10 mg L,

No presente trabalho utilizou-se a ftrifluralina d-14 como padrdao de
substituicdo, tendo como fim a avaliacdo do procedimento de extracao, e nao utiliza-
la para “correcéo da recuperagédo” de nenhum analito. Para todas as amostras de filé
de peixe (10,0 g) foram adicionados 100 pL do padrdo de substituicdo na

concentragao de 10 mg L,
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2.5. Preparo de Solucdes Analiticas

Preparou-se individualmente cada padrao sélido e/ou liquido, levando-se em
consideragao a pureza dos mesmos, portanto, pesando-se a quantidade necessaria
para o preparo de uma solugado na concentragao de 1000 mg L™ em acetonitrila grau
HPLC. A partir desta solu¢do estoque, diluiu-se obtendo uma solugdo de 100 mg L
de cada composto, também em acetonitrila. A partir dessas solugbes preparou-se
uma mistura contendo todos os compostos em uma concentragéo de 10 mg L™,

Uma mistura de todos os compostos em estudo nesse trabalho foi preparada
na concentracédo de 1,0 mg L', e a partir dessa solugdo foram preparadas as
solucdes analiticas de trabalho, nas concentragcdes de 1,0; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0;
75,0; 100,0; 150,0 e 200,0 pg L™, as quais foram utilizadas para avaliar a linearidade
do método.

Na Tabela 2 estdo apresentados todos os nomes dos disruptores enddcrinos,
grau de pureza, classe, grupo quimico e LMR dos padrdes analiticos utilizados para
o desenvolvimento deste trabalho. Os padrdes soélidos foram adquiridos da empresa
Dr. Ehrenstorfer, exceto os horménios (mestranol, estrona, 17a-estradiol e 17a-
etinilestradiol) que foram utilizados da marca Sigma-Aldrich e a trifluralina deuterada
que foi adquirida da empresa CND Isotopes.



Tabela 2 - Informagdes sobre os disruptores enddcrinos estudados.
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Disruptores endécrinos Férmula MM CAS Pu:eza LMR (ug kg”) Classe  Grupo Quimico
(%) MAPA
Horménios
17a-estradiol C1gH2402 272,4 57-91-0 100,0 - HN Esterodide
17a-etinilestradiol C20H2402 296,4 57-63-6 98,0 - HS Esterodide
17B-estradiol C1sH2402 272,4 50-28-2 96,0 - HN Esteroide
Dietilestilbestrol* C18H2002 268,4 56-53-1 99,0 1 HS e Na Estilbeno
Estrona C1gH2202 270.4 53-16-7 99,0 - HN Esterodide
Hexestrol C1gH2202 270,4 84-16-2 98,5 - Na Estilbeno
Mestranol C21H2602 310,4 72-33-3 99,2 - HS Esteroide
Alquilfendis
4-n-nonilfenol C15H240 220,4 104-40-5 99,3 - Ad e Pd Fenol
4-n-octilfenol C14H220 206,3 1806-26-4 99,5 - Pd Fenol
4-terc-octilfenol C14H220 206,3 140-66-9 99,0 - Pd Fenol
Bisfenol
Bisfenol A C15H1602 228,3 80-05-7 99,5 - Plas -
Agrotoxicos
Aldrin* C12HsCls 364,9 309-00-2 97,0 50 I Organoclorado
Alacloro C14H20CINO; 269,8 15972-60-8 99,5 - H Cloroacetamida
2,4 - DDE C14HsCly 318,0 3424-82-6 99,0 - Pd Organoclorado
2,4 -DDD C14H10Cl4 320,0 53-19-0 97,5 - Pd Organoclorado
4,4 - DDE C14HsCly 318,0 72-55-9 98,5 - Pd Organoclorado
Alfa-HCH* CeHsCls 290,8 319-84-6 98,0 50 I Organoclorado



Atrazina
Beta-HCH*
Bifentrina
Clorpirifés etilico
Clorpirifés metilico
DDT

Delta-HCH*
Diazinona

Dicofol

Dieldrin

Dimetoato
Dodecacloro (mirex)*
Endossulfan alfa
Endossulfan beta
Endossulfan sulfato
Endrin*

Fenarimol

Gama-HCH
Heptacloro*

Heptacloro epdxido endo
Heptacloro epdxido exo

Hexaclorobenzeno

CgH14CINs
CeHeClg
C23H22CIF30;
CgH11CI3NO3PS
C7H7CI3NO3PS
C14HoCls
CeHeCls
C12H21N20O3PS
C14HoCIs0
C12HsClsO
CsH12NO3PS,
C10Cly2
CgHeClsO3S
CgHeClsO3S
CoHeClgO4S
C12HsClsO

C17H412CI2N2O

CsHeCle
C10HsCl7
C10HsCI;0
C10HsCI;0
CsCle

215,7
290,8
4229
350,6
322,5
354,5
290,8
304,3

370,5
380,9

229,3

545,5
406,9
406,9
4229
380,9

331,2

290,8
373,3
389,5
389,5
284,8

1912-24-9
319-85-7
82657-04-3
2921-88-2
5598-13-0
50-29-3
319-86-8
333-41-5
115-32-2
60-57-1
60-51-5
2385-85-5
959-98-8
19670-15-6
1031-07-8
72-20-8
60168-88-9
58-89-9
76-44-8
28044-83-9
1024-57-3
118-74-1

99,0
97,5
99,5
99,5
97,5
99,0
99,0
96,0
98,8
97,5
98,0
99,0
96,0
98,0
99,5
99,5

97,5

98,5
98,5
99,0
99,0
99,5

le A
,FeA
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Triazina
Organoclorado
Piretréide
Organofosforado
Organofosforado
Organoclorado
Organoclorado

Organofosforado

Organoclorado
Organoclorado

Organofosforado

Organoclorado
Organoclorado
Organoclorado
Organoclorado
Organoclorado
Piridiminil
carbonol
Organoclorado
Organoclorado
Organoclorado
Organoclorado
Organoclorado



Malationa
Parationa etilica
Parationa metilica
Permetrina
Quintozeno (PI)
Simazina
Triclorfon
Trifenilfosfato (PI)
Trifluralina

Trifluralina d-14 (PS)

Vinclozolina

C10H1906PS2
C10H14NOsPS
CgH10NOsPS
C21H20Cl203
CeCIsNO;
C7H42CINs
C4HgClI304P
C1gH1504P
C13H16F3N304

C14H3D14F3N204

C12H9C|2NO3

330,4
291,3
263,2
391,3
295,3
2017
2574
326,3
335,3
348,4
286,1

121-75-5
56-38-2
298-00-0
52645-53-1
82-68-8
122-34-9
52-68-6
115-86-6
1582-09-8
347841-79-6
50471-44-8

99,0
99,5
98,5
94,0
96,0
98,5
97,0
99,5
97,5
99,1
99,5

le A
le A

leF
Fg

H/Dn

Fg
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Organofosforado
Organofosforado
Organofosforado
Piretroide
Cloronitrofenil
Triazina
Organofosforado

Dinitroanilina

Dicarboximida

*Disruptor enddcrino com LMR estabelecido.
A: acaricida; Ad: adjuvante; An: anabolizante; F: formicida; Fg: fungicida; H: herbicida; cloro/nitrofenil; HN: hormonio natural; HS: hormonio sintético;
I: inseticida; MM: massa molecular; Pd: produto de degradagéo; Plas: Plastificante.

FONTE: MAPA, 2010; NIST, 2011; CHEMBLINK, 2012; ALANWOOD, 2011; TOMLIN, 2003; PAN, 2011.
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2.6. Otimizagcdo do Sistema Cromatografico GC-(TQ)MS/MS para a
Determinacgao de Disruptores Endoécrinos em Filé de Peixe

Neste trabalho a otimizagdo do sistema cromatografico foi realizada utilizando
a Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas em série (GC-
(TQ)MS/MS). O uso da Espectrometria de Massas € bastante interessante, visto
que, proporciona maior sensibilidade e seletividade que detectores classicos
utilizados em Cromatografia. Com o uso dessa técnica pode-se analisar compostos
que ndo sdo separados adequadamente no sistema cromatografico, ou seja,
coeluem, e ainda, utilizando nos modos SIM ou MRM, diminui-se as interferéncias

espectrais e a possibilidade de identificagcao equivocada dos analitos.

2.6.1. Programagao da Temperatura do Forno da Coluna Cromatografica e do

Injetor

A programacao do forno da coluna foi realizada a fim de separar um grande
numero de compostos pela técnica de Cromatografia, sem que houvesse coeluicao
de muitos compostos. Essa separacgao facilitaria a otimizagdo dos segmentos para a
analise do espectrédmetro de massas, onde um numero menor de compostos em um
segmento significa uma menor quantidade de ions a serem monitorados por um
determinado tempo, assim, aumentando a sensibilidade para aquele (s) analito (s)
presente (s) no segmento. Ja a programacao da temperatura do injetor também foi
realizada a fim de proporcionar a volatilizagdo adequada de todos os compostos no

sistema se injecao.

2.6.2. Condicdes do Sistema de Deteccéao

Com o propésito de obter condigdes 6timas do sistema de detecgéo iniciou-se
com a injecdo individual de cada composto em uma concentracdo de 1,0 mg L™ no
modo full scan operando na faixa de massas de 50 a 500 u, para a obtencdo dos

tempos de retencéo e adequacéao das janelas (segmentos) de analise. Bem como, a



64

identificacdo dos ions caracteristicos para cada composto (dois ou trés) para
posterior obtencdo das fragmentagdes caracteristicas de cada analito. Os ions
selecionados foram monitorados no modo SIM no quadrupolo (Q1) e no quadrupolo
3 (Q3) foi realizado o full scan no ion produto variando as energias de colisdo entre 5
e 40 V a fim de otimizar as melhores condi¢des de detecgao.

Otimizados os parédmetros acima, foram avaliadas as transi¢des, no modo de
monitoramento de reagdo multipla (MRM) a serem utilizadas para a quantificagcéao e
confirmagao dos compostos estudados. A transicado de maior intensidade foi utilizada
para a quantificacdo do analito e a de segunda maior intensidade para a
confirmagdo do mesmo. Para todos os disruptores endocrinos avaliados nesse

trabalho foi utilizado o modo de ionizagao por elétrons.

2.7. Otimizagcdgo do Método QUEChERS Modificado para a Analise de

Disruptores Enddcrinos em Filé de Peixe

Foram realizados alguns testes preliminares a fim de avaliar o melhor
procedimento para a extracao de disruptores enddcrinos em filé de peixe, de acordo
com a Tabela 3.

Para todos os testes foi realizada a agitagdo manual por 1 min entre cada
etapa de adigéo, seja ela de agua ultrapurificada, acetonitrila contendo 1% (v/v) de
acido aceético e/ou sais. Seguido a isso uma etapa de centrifugacao foi realizada a
3400 rpm por 8 min com temperatura de refrigeragado de 10 °C. O extrato obtido foi
transferido para um segundo frasco para a etapa de limpeza, como descrito no item
2.8.



Tabela 3 — Condicdes dos testes p[eliminares para a extracao de DEs em peixe.
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Teste Quantidade de Agl:lé-l Acetonitrila Acido acético NaCl MgSO, Acet’at.o de

amostra ultrapurificada 1%* sodio

E1 10g 10 mL 10 mL - 19 49 -

E2 109 10 mL 10 mL Sim 19 44 1,79

E3 109 10 mL 10 mL Sim 39 44 1,79

E4 10g - 10 mL Sim - 29 1,79

ES5 10g - 10 mL - - 29 -

E6 109 5 mL 10 mL - 19 44 -

E7 109 5 mL 10 mL Sim 19 44 1,79

* Preparada uma solugéo de acetonitrila contendo 1% (v/v) de acido acético

E: refere-se ao procedimento de extracéo
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2.8. Otimizacao da Etapa de Limpeza do Método QUEChERS Modificado

A limpeza do extrato foi realizada a fim de minimizar os interferentes da matriz
que possam ser extraidos juntamente com os analitos na etapa de extragdo do
método. Foram avaliados 11 diferentes combinagdes de sorventes e sais, 0s quais
foram analisados no modo full scan para identificar possiveis interferentes que
estariam presentes no extrato, mas que mesmo ndo sendo detectados, quando
utilizando o modo MRM, estariam presentes no sistema de analise.

Apos a etapa de extragdo o sobrenadante foi transferido para um segundo
frasco ja contendo os sais e/ou sorventes para a limpeza utilizando extragdo em fase
sélida dispersiva (d-SPE), os quais seguem a Tabela 4. Os tubos contendo o extrato
e os sais foram agitados manualmente por 1 min e em seguida centrifugados por 8
min a 3400 rpm, no final dessa etapa o sobrenadante foi filtrado em filtros de nylon
de 0,2 ym.

Para os extratos submetidos a criogenia, 4 mL foram transferidos para uma
seringa contendo uma frita e acondicionados por 2 h a -20 °C, baseado no trabalho
de NORLI; CHRISTIANSEN; DERIBE (2011). Passado esse periodo seguiu-se com
a etapa de limpeza. Os extratos que passaram pela etapa com CaCl, foram
primeiramente agitados e centrifugados sem a adicdo dos demais sais, e o restante
do sobrenadante foi transferido a outro frasco, contendo os sorvente/sais. Os frascos
foram agitados manualmente e centrifugados, o sobrenadante foi filtrado e

analisado.
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Tabela 4 - Testes avaliados para a etapa de limpeza do extrato de peixe.

Quantidade de CaCl, MgSO, PSA C18 Florisil

Teste  oxtrato (mL) ©M°%Ma  T(g)"  (mg) (mg) (mg) (mg)
L1 2* 2 h (-20 °C) 1 250 50 - -
L2 2 - - 250 50 - -
L3 2* - 1 250 50 - -
L4 2 2 h (-20 °C) - 250 50 - -
L5 2 - - 250 50 250 -
L6 2 - - 300 50 250 -
L7 2 - - 300 - 250 -
L8 3 - - 300 - - 1000
L9 3 - - 300 - 250 1000
L10 3 - - 300 50 - 1000
L11 3 - - 300 50 250 1000

* Foram utilizados 4 mL para a etapa de criogenia e 2 mL para a limpeza
L: refere-se ao procedimento de limpeza.

2.9. Planejamento Fatorial

Posteriormente aos testes descritos no item 2.7 foi realizado o planejamento
fatorial em estrela a fim de encontrar um procedimento que permitisse a extragao
adequada dos disruptores endocrinos em estudo em filé de peixe, utilizando uma
sequéncia de etapas simples e de facil execugcdo. O planejamento consistiu na
variagdo de dois fatores, sendo eles as quantidades de agua e NaCl a serem
adicionadas. Utilizou-se para a realizagao dos calculos as condi¢des de: 10 e 20 mL
de agua e 3,0 e 6,0 g de NaCl. Na Tabela 5 estado representados os testes que
foram gerados a partir do planejamento em estrela. Para esses foi utilizado o teste

L6 como etapa de limpeza (item 2.8).
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Tabela 5 — Condi¢cdes dos testes realizados para a avaliagdo do planejamento
fatorial em estrela, avaliagéq 1.
Agua

Teste ultrapurificada (mL)  \2c! (9) MgSO.4(g)*
PF1 10,0 3,0 4,0
PF2 20,0 3,0 8,0
PF3 10,0 6,0 4,0
PF4 20,0 6,0 8,0

15,0 4,5 6,0
PF5 ’ ’ ’
(ponto central) 150 4.5 6,0
15,0 4,5 6,0
PF6 7.9 4,5 3.2
PF7 15,0 6,6 6,0
PF8 22,1 4,5 8,8
PF9 15,0 2.4 6,0

* a quantidade de MgSO, foi ajustada em fung¢ado da quantidade de agua.
PF: planejamento fatorial em estrela (avaliagao 1).

ApOs realizar estes testes, a condigao 6tima sugerida foi testada realizando a
adicdo de NaCl junto com todos os demais sais utilizados, e também adicionando
este separadamente, seguido de agitagcéo e posterior adicdo dos demais sais.

Um segundo planejamento fatorial foi realizado (deslocamento), a fim de
identificar a possibilidade do uso de uma menor adigdo de agua (1,0 e 50 mL) e
NaCl (1,0 e 3,0 g), para obter melhores resultados de recuperagdo e menor consumo
de reagentes. A Tabela 6 demonstra os experimentos gerados, de mesmo modo foi
utilizado o teste de limpeza L6.
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Tabela 6 - Condigbes dos testes realizados para a avaliagao do planejamento fatorial
em estrela, avaliagéo 2.

Agua .

Teste ultrapurificada (mL)  \2c! (9) MgSO.(g)
PF1* 1,0 1,0 15
PF2* 5,0 1,0 7,5
PF3* 1,0 3,0 1,5
PF4* 5,0 3,0 7,5
3,0 2,0 4,5

PF5* ’ ’ ’

(ponto central) 3.0 2,0 4.5
3,0 2,0 4,5
PF6* 0,2 2,0 0,3
PF7* 3,0 3,4 4,5
PF8* 5,8 2,0 8,7
PF9* 3,0 0.6 4.5

* a quantidade de MgSO, foi ajustada em fungéo da quantidade de agua.
PF*: planejamento fatorial em estrela (avaliagéo 2).

2.10. Analise dos Reagentes e Solventes Utilizados

Foram avaliados os solventes e reagentes utilizados no preparo da amostra a
fim de se observar a presenga de contaminantes nos mesmos. Para tal, fez-se o
procedimento normal de preparo da amostra, mas sem a adicdo da amostra de filé

de peixe.

211. Validagdo do Método QuUEChERS Modificado para a Analise de

Disruptores Endécrinos em Filé de Peixe

O método QUEChERS modificado para a determinacdo de disruptores
endocrinos em filé de peixe foi validado avaliando os parametros de: seletividade,
linearidade e curva analitica, limites de detec¢ao e quantificagdo, exatidao através
do ensaio de recuperagao, precisao (repetitividade) e precisdo intermediaria, além

da avaliacao do efeito matriz.
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2.11.1. Seletividade

A seletividade do método foi avaliada fazendo injecbes no sistema
cromatografico com a matriz “branco”, ou seja, ausente de disruptores enddcrinos, e
da amostra fortificada com os mesmos. A comparagdo dos cromatogramas obtidos
foi realizada a fim de avaliar a ocorréncia de coeluicdo entre as substancias de

interesse e os interferentes da matriz.

2.11.2. Linearidade e Curva Analitica

A linearidade das curvas analiticas foi realizada através da injecdo das
solucdes analiticas preparadas de acordo com o item 2.5, nas concentragdes de 1,0;
5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 75,0; 100,0; 150,0 e 200,0 ug L. Foram preparadas em
solvente organico (acetonitrila) e no extrato da matriz de filé de peixe. As curvas
analiticas preparadas no extrato da matriz foram injetadas 3 vezes, enquanto a curva
em acetonitrila foi injetada somente uma vez no sistema cromatografico. A partir
disso, foram calculadas as médias das areas de cada analito, em seguida foi obtida
a regressao linear e o coeficiente de determinacao (r%), a fim de obter a linearidade

do método para cada disruptor enddcrino.

2.11.3. LOD e LOQ

A determinacdo do limite de quantificagdo (LOQ) foi realizada adotando o
menor ponto da curva analitica para cada analito, levando em consideragdo a
relacdo sinal ruido (INMETRO, 2011). Desse modo, o limite de detec¢do (LOD) foi
determinado como sendo a concentracdo 3,33 vezes menor que o LOQ. Como o
método QUEChERS proposto ndo apresenta etapas de diluigdo ou pré-concentragao
os limites adotados sao referentes ao instrumento e ao método de preparo de

amostra, ndo havendo distincdo dos valores.
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2.11.4. Ensaios de Recuperacéao para Avaliacao da Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada através dos ensaios de recuperagao,
fortificando as amostras de filé de peixe “branco” em trés niveis de concentragao (10;
25 e 50 pg kg'), seguindo o método de extragdo otimizado. Foram realizadas 6
réplicas de extragao para cada nivel e a recuperacéao foi calculada de acordo com a

equacgao 6, seguindo o guia de validagdo do INMETRO (2011).

recuperac¢do (%) = [Clg & J x 100 (6)

3

Onde:
C4 = Concentracio determinada na amostra fortificada;
C, = Concentracao determinada na amostra nao fortificada;

C3 = Concentragao usada para fortificacao.

2.11.5. Preciséo (repetitividade) e Precisao Intermediaria

A precisao pode ser calculada através da formula do desvio padrao relativo

(RSD), como mostra a equacgao 7.
RSD (%) =%x 100 (7)

Onde:

s = estimativa de desvio padrao absoluto;
s = {3 (%i- Xm)/n-1}"%;

X; = valores individuais;

X = média das medidas em replicatas;

n = numero de medidas.
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A precisdo, em termos de repetitividade (RSD,) foi avaliada realizando a
extragdo e analise de seis réplicas de cada nivel de concentragdo (n=6), sendo que
cada reéplica foi injetada uma unica vez. A preciséo intermediaria (RSDy;) foi avaliada
fazendo a injecdo da solugado analitica de disruptores enddécrinos (curva analitica) e
das amostras “branco” fortificadas no nivel intermediario de 25 ug kg™, sendo estas
preparadas em dia diferente da avaliacdo da repetitividade, ou seja, realizando o

procedimento analitico completo em dias diferentes.

2.11.6. Avaliacdo do Efeito Matriz

Para a avaliagdo do efeito matriz, realizou-se a comparagdo entre as
inclinagdes das curvas analiticas obtidas, preparadas em acetonitrila e aquelas
preparadas no extrato “branco” da matriz, filé de peixe. O calculo foi efetuado
através da equacao 8 (PIZZUTTI et al., 2007).

X -X
Efeito matriz = IX—Z x100 (8)

2

Onde:

X1 = inclinagdo da curva obtida pela injecdo das solu¢des analiticas de cada
disruptor enddcrino, preparadas na matriz (filé de peixe);

X2 = inclinagdo da curva obtida pela injecdo das solu¢gdes analiticas de cada

disruptor endocrino, preparadas em solvente (acetonitrila).

2.12. Aplicagao do Método

O meétodo desenvolvido foi aplicado a amostras compradas em
supermercados de Santa Maria, sendo os peixes ndo somente da espécie Rhamdia
quelen. Para os peixes de outros géneros analisados foram realizadas trés

fortificagbes na amostra no nivel intermediario de 25 ug kg'1, a fim de avaliar a
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recuperacao dos disruptores endocrinos nos diferentes géneros. Desse modo, para
cada peixe comprado foi realizada uma (1) analise e trés (3) fortificagdes.

Foram analisadas 6 amostras, sendo 2 da espécie Rhamdia quelen (jundia),
outras duas da espécie Pterogymnus laniarius (panga), uma de Cyprinus carpio

(carpa hungara) e outra de Oreochromis niloticus (tilapia).
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3.RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Otimizagdo do Sistema Cromatografico GC-(TQ)MS/MS para a
Determinacgao de Disruptores Endoécrinos em Filé de Peixe

A Tabela 7 descreve as condi¢des utilizadas no sistema GC-(TQ)MS/MS para
a determinacao dos disruptores endocrinos avaliados. O tempo total de analise foi
de 35 min para a determinagéo de 40 disruptores enddcrinos (exceto os horménios),

sendo que os ultimos 10 min sdo para limpeza do sistema.

Tabela 7 - Condi¢des utilizadas no sistema cromatografico GC-(TQ)MS/MS.

Parametros GC-(TQ)MS/MS
Coluna analitica VF-5-MS
Full scan: 4 min
Tempo de delay MRM: 6 min
Gas de arraste e vazao Hélio; 1 mL min™
Programagaoiriztgermperatura do 100 °C (0,1 min) - 200 °C min™" - 280 °C
Programacao de temperatura do 50 °C (1 min) - 10 °C min™ - 65 °C -
forno da coluna 25°C min” - 180 °C - 5 °C min™ - 280 °C
Volume de injecao 2 uL (splitless)
Temperatura Eia I!nha de 250 °C
transferéncia
Temperatura da fonte de ionizagao 210 °C
Gas de colisdo e pressao Argbnio (2 mtorr)
Fonte de ionizacdo El (70 eV)

A Tabela 8 apresenta todos os disruptores endoécrinos analisados por GC-
(TQ)MS/MS, utilizando o modo de ionizagado El, no modo de aquisicdo MRM com
seus respectivos tempos de retencao (tr), segmentos de andlise, ions precursores e
ions produtos para quantificacdo e confirmacao de cada substancia em estudo.

A Figura 7 apresenta o cromatograma de ions totais preparadas em
acetonitrila e no extrato da matriz de filé de peixe, ja a Figura 8 apresenta o
cromatograma no modo de aquisicdo MRM preparada no extrato da matriz de filé de

peixe na concentragcao de 50 ug L,
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Tabela 8 - Disruptores enddcrinos analisados por GC-(TQ)MS/MS, utilizando o modo de ionizagao El, no modo de aquisicao MRM
com seus respectivos tempos de retencao (tr), segmentos de analise, ions precursores e produtos para a quantificagdo e

confrimacao.

12 Transigao - quantificagao

22 Transigao - confirmacgao

Segmento  tr (min Compostos fon ion Energia de fon fon Energia de
precursor produto colisao precursor produto colisao
(m/z) (m/z) (eV) (m/z) (m/z) (eV)
1 6,54 Triclorfon 185 93 15 185 109 20
8,97 4-terc-octilfenol 135 77 31 135 107 31
2 9,37 Trifluralina 306 264 10 306 206 15
9,37 Trifluralina d-14 (PS) 315 267 8 315 209 10
10,00 HCH - alfa 219 183 10 219 147 20
10,09 Hexaclorobenzeno 284 214 35 284 249 30
3 10,19 Dimetoato 125 79 10 125 125 10
10,30 Simazina 201 138 15 201 173 15
10,40 Atrazina 215 200 10 215 173 10
10,55 4-n-octilfenol 107 77 30 206 107 30
10,55 HCH - beta 219 183 10 219 147 20
4 10,60 Quintozeno (PI) 295 237 10 295 265 10
10,68 Lindano 219 183 10 219 147 20
10,75 Diazinona 304 179 10 304 162 10
5 11,36 HCH - delta 219 183 10 219 147 20
11,75 4-n-nonilfenol 220 107 20 107 77 30
11,96 Clorpirifés metil 286 208 10 286 241 25
6 12,05 Vinclozolina 212 145 20 212 172 15
12,12 Parationa metilica 263 109 25 263 136 10
12,12 Alacloro 188 160 10 188 130 40
7 12,38 Heptacloro 274 239 20 274 237 20
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8 12,93 Malationa 173 99 15 173 127 10
9 13,15 Clorpirifés etilico 314 258 15 314 286 15
10 13,34 Aldrin 263 193 30 263 191 30
13,39 Parationa etilica 291 81 25 291 109 20
11 13,67 Dicofol 139 111 10 139 75 25
14 14,48 Heptacloro-epéxido exo 353 263 15 353 282 15
14,56 Hepacloro-epoxido endo 272 237 18 272 141 30
15 15,20 2,4-DDE 246 176 25 318 246 25
15,53 Endosulfan Alfa 241 170 15 241 172 15
16,10 Bisfenol A 213 119 15 213 91 15
16 16,17 4,4-DDE 246 176 25 318 246 25
16,39 Dieldrin 277 206 15 277 241 10
16,44 2,4-DDD 235 165 20 235 199 20
17 17,04 Endrin 263 193 30 263 191 30
17,42 Endosulfan Beta 241 170 15 241 172 15
18 17,60 DDT | 235 165 20 235 199 20
19 18,62 Endosulfan sulfato 272 237 15 272 235 10
18,75 DDT Il 235 165 20 235 199 20
20 19,36 Trifenilfosfato (PI) 325 169 18 325 226 18
21 20,35 Bifentrina 181 165 20 181 166 10
20 22,27 Mirex 272 237 10 272 143 40
22,58 Fenarimol 251 139 20 251 111 35
23 23,71 Permetrina cis 165 91 10 165 127 5
23,97 Permetrina trans 165 91 10 165 127 5

PS: padrao de substituicao

Pl: padrao interno

tr: tempo de retengao



77

%i Lo imilJ ol a._ll L JUL_,L_

MCaurm<]

= f

|
! i I b A | 1 i ]

oL [P VS T TV G D | |

T T T T T T T T
75 i} 125 1560 w5 pe. 10 ns 20
mirudes

Figura 1 - Cromatogramas de ions totais obtidos por GC-(TQ)MS/MS, a partir de
solucdes preparadas no extrato da matriz de filé de peixe (A) e em acetonitrila (B),
na concentragao de 50 ug L.
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Figura 2 - Cromatograma no modo MRM obtido por GC-(TQ)MS/MS, a partir de
solugéo 1preparada no extrato da matriz branco de filé de peixe na concentragdo de
50 ug L.
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Ressalta-se que foi proposto um método, separadamente, a fim de quantificar
somente os hormdnios que geram sinal por Cromatografia Gasosa. Isso foi
realizado a fim de avaliar conjuntamente a otimizagdo dos testes de extragao
(Tabela 9). Cabe salientar que a determinagédo desses compostos por Cromatografia
Gasosa deve ser realizada fazendo-se a derivagdo dos mesmos para se obter um
sinal cromatografico adequado. Como nao foi realizada essa etapa, mas mesmo
assim sete horménios apresentam sinal adequado na concentracdo de 50 pg L

deu-se continuidade aos estudos.
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Tabela 9 - Horménios analisados por GC-(TQ)MS/MS, utilizando o modo de ionizag&o EIl, no modo de aquisicdo MRM com seus
respectivos tempos de retencgéo (tr), segmentos de analise, ions precursores e produtos para quantificagdo e confirmacgao.

12 Transic¢ao - quantificagao

22 Transigao - confirmacgao

lon

lon

lon

lon

Segmento tg(min) Compostos Energia de Energia de
precursor  produto colisio (eV) precursor  produto colisio (eV)
(m/z) (m/z) (m/z) (m/z)

1 18,54 Dietilestilbestrol 268 107 30 268 145 20

1 18,60 Hexestrol 135 107 20 135 91 30

2 22,90 Estrona 270 157 30 270 144 30

2 23,00 17a-estradiol 272 157 30 272 127 30

2 23,20 17B-estradiol 272 157 30 272 127 30

2 23,30 Mestranol 227 127 30 227 181 20

3 24,10 17a-etinilestradiol 213 157 30 213 107 20

tr: tempo de retencao
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3.2. Otimizacdao do Método QUuUEChERS para a Extracao de Disruptores
Endécrinos em Filé de Peixe

A otimizagdo do procedimento de extragdo foi realizada no sistema GC-
(TQ)MS/MS. Baseando-se na literatura foram inicialmente realizados sete testes
para a extracado de disruptores endocrinos em filé de peixe. Desse modo, a Figura 9
apresenta os resultados de recuperagdo para os compostos avaliados em cada
teste, sendo que esses foram realizados fortificando a matriz na concentragéo de 50
Mg kg'1. Para todos os testes de extracao foi utilizado a etapa de limpeza otimizada,
de acordo com o item 3.3.

Ressalta-se que os horménios estdo incluidos em todos os resultados
apresentados nessa sessao. A fim de melhorar a compreenséao, nos resultados para

DEs foram excluidos os hormonios.
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Figura 3 - Percentual de recuperacao de disruptores endodcrinos avaliados em sete
testes de extragao.
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Observou-se que os testes E3, E4 e E7 apresentaram os melhores
resultados, sendo que E4 mesmo apresentando alguns compostos com recuperagao
acima de 120% mostrou-se adequado para um numero maior de compostos. E3 e
E7 ndo apresentaram nenhum composto com recuperacdo acima de 120%, porém,
em comparagdo com E4, apresentaram um numero ligeiramente menor de
compostos dentro da faixa ideal, entre 70 e 120%.

O uso de acetonitrila como solvente de extragcdo é interessante visto que
proporciona a extragdo de uma ampla faixa de compostos com diferentes
polaridades, além disso, uma menor quantidade de coextrativos lipofilicos
provenientes da matriz, tais como ceras, gorduras e pigmentos sao extraidos
(PRESTES et al., 2009).

A agua pode ser adicionada a fim de proporcionar uma melhor interagao entre
a amostra e o solvente extrator, no caso a acetonitrila. Destaca-se que o método
QuEChERS foi desenvolvido inicialmente para matriz com teor de agua bastante
elevado (ANASTASSIADES et al., 2003).

Os testes E1, E5, E6 resultaram em recuperagdes inadequadas dos
compostos em estudo, podendo ser atribuida a utilizacdo de acetonitrila nao
acidificada. O que pode ser confirmado comparando-se o teste E6 ao E7, para o
qual foram obtidas melhores recuperagcdes, com a diferenca que em E7 foi
acidificado o solvente de extragdo. O controle do pH é importante para compostos
sensiveis a degradagdo em meio alcalino, como para aqueles sensiveis em meio
acido. Desse modo, o tamponamento dos extratos entre pH 4 e 5 com acido acético
(pKa=4,75) e acetato de sdédio tem sido adotado em trabalhos que empregam
QuEChERS como procedimento de preparo de amostra (PRESTES et al., 2009).

A diferenga na quantidade de NaCl foi importante quando comparou-se 0s
testes E2, que resultou em recuperacéao insatisfatoria, com relagédo ao E3. Com isso,
pode-se dizer que a quantidade de 1,0 g de NaCl (E2) ndo foi suficiente para
proporcionar o efeito salting out para a quantidade de 10 mL de agua, ja 3 g (E3)
proporcionou um efeito satisfatério, para essa mesma quantidade de agua
adicionada. O efeito salting out € importante, uma vez que diminui a solubilidade de
analitos na fase aquosa, bem como a quantidade de agua na fase organica e vice
versa (ANASTASSIADES et al., 2003; PRESTES et al., 2009).
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A adicdo de MgSO4 em todos os testes devido a sua agéo secante, o qual
tem uma capacidade de retencdo de agua bastante elevada, quando comparado
com outros sais, a fim de proporcionar uma melhor etapa de particdo. Além disso,
sua hidratagdo € uma agao exotérmica, tendo como resultado o aquecimento entre
40 e 45 °C da amostra durante as etapas de extracado/particdo, favorecendo a
extragao, principalmente de compostos apolares (ANASTASSIADES et al., 2003).

Como observa-se extragbes com valores de recuperagao adequados em trés
procedimentos distintos, deve-se avaliar com maior profundidade, a fim de identificar
um procedimento 6timo. Para tanto, fez-se necessario a realizagdo do planejamento

fatorial em estrela, o qual esta discutido em 3.4.

3.3. Otimizacao da Etapa de Limpeza do Método QUEChERS

A etapa de limpeza é de grande importancia, pois visa a remogao de
interferentes no extrato da matriz obtido. Nessa etapa deve-se optar pelo
procedimento que, ao mesmo tempo, remova as interferéncias do extrato, mas nao
interfira na recuperagdo dos compostos em analise. Como ja descrito no item 2.8,
diferentes sorventes e combinagdes foram testadas a fim de garantir a limpeza do
extrato sem perda da eficiéncia da extragdo. Para tanto, observa-se na Figura 10 um
sinal bastante intenso em aproximadamente 29,7 min, cujo espectro de massas,
quando comparado com a biblioteca, corresponde ao colesterol. O colesterol é
encontrado em peixes em quantidades bastante variaveis, de acordo com a literatura
de 31 a 270 mg/100 g de filé de peixe (TACO, 2006). Isso evidencia a necessidade
de remogao adequada desse composto, pois se 0 mesmo permanecer no extrato, a
injecdo continua pode acarretar em maior manutengcdo do instrumento. O uso
exclusivo de PSA ou florisil, bem com a combinag¢ao desses dois sorventes, ou ainda
o uso de CaCl, (combinado com PSA e criogenia, ou mesmo sem criogenia) ou a
realizacdo de uma etapa de criogenia juntamente com PSA nao foram eficientes
para a remogao do colesterol, sendo necessaria a adicdo de C18 para que o0 mesmo
pudesse ser removido adequadamente, como visto na Figura 11. Concluindo assim
que, os testes L1, L2, L3, L4, L8 e L10 n&do sao adequados para serem utilizados

como etapa de limpeza na extragao de filé de peixe.
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Figura 5 - Cromatogramas obtidos no sistema GC-(TQ)MS/MS no modo full scan
para as etapas de limpeza L5, L6, L7, L9 e L11.

Na Figura 11 observa-se uma redugao bastante intensa do sinal referente ao
colesterol (quando comparado aos demais), demonstrando assim a importéncia da
adicdo do sorvente C18 nessa etapa. Fica claro que, a auséncia de PSA intensifica
os sinais em 12,9 e 15,5 min, que quando comparados com a biblioteca seus
espectros correspondem aos acidos n-hexadecandico e oléico, respectivamente,
como visto em L7 e L9. L11 tem a adicdo de PSA, mas o seu sinal comparado com
os obtidos em L5 ou L6 n&o é satisfatorio, além disso, em L11 ha uma combinagao
de trés diferentes sorventes além do sal de MgSO,4, 0 que nao é ideal do ponto de
vista do consumo de reagentes. Além disso, para essa quantidade de sorventes e
sais seria necessario otimizar uma maior quantidade de extrato a ser adicionado,
visto que o sobrenadante resultante obtido no final da etapa de centrifugacao foi

bastante reduzido. Tem-se que os melhores cromatogramas obtidos foram com L5 e
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L6, visto que ambos continham C18 e PSA nas mesmas quantidades, mas pequena
diferenca na quantidade de MgSO,s. A partir desses resultados adotou-se o
procedimento de limpeza L6 para o método QUEChERS proposto.

No tr de 7,5 min o espectro gerado pela biblioteca, corresponde a niacinamida
a qual é uma vitamina hidrossoluvel pertencente ao grupo das vitaminas do
complexo B sendo amplamente distribuida nos alimentos de origem animal e vegetal
(MARIA; MOREIRA, 2011). O sinal correspondente a essa vitamina foi removido
com eficiéncia somente utilizando criogenia ou CaCl,, mas levando em consideragéo
a intensidade dos demais compostos, aceitou-se como satisfatorio o perfil
encontrado em L6.

A fim de avaliar se havia perdas na etapa de limpeza, fez-se uma comparagao
entre uma fortificacdo realizada na matriz passando pela etapa de extragdo e
seguida da etapa de limpeza (L6), e outra fortificando somente o extrato branco para
a etapa de limpeza. Nao foi observada perda na etapa de limpeza, assegurando,
assim, que a etapa critica para a recuperacao dos analitos de interesse € a etapa de

extracdo e néo a de limpeza.

3.4. Planejamento Fatorial

O planejamento fatorial em estrela foi primeiramente realizado utilizando
quantidades mais elevadas de agua (10,0 e 20,0 mL) e NaCl (3,0 e 6,0 g) na etapa
de extragao do filé de peixe (avaliagado 1). Os resultados das fortificagdes realizadas
pelo conjunto de ensaios gerados estao representados na Figura 12.

Em todos os resultados do planejamento fatorial estdo inclusos os resultados

obtidos para os horménios.
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Figura 6 - Percentual de recuperagao do conjunto de ensaios gerados através do
planejamento fatorial em estrela (avaliagdo 1), na concentracdo de 50 g kg™

As superficies de resposta foram montadas utilizando a meédia das
recuperacoes de todos os compostos em cada teste e o numero total de compostos
com recuperagao adequada, ou seja, entre 70 e 120%, como visto na Figura 13.

A superficie de resposta obtida demonstra que a média das recuperagoes € o
numero total de compostos melhora conforme as quantidades de agua e NaCl se
aproximam de 15 mL e 6,0 g, respectivamente. Desse modo, adotou-se, como sendo
a condicdo 6tima para a extracdo de disruptores enddcrinos em filé de peixe a

adicdo de 15 mL de agua e 6,0 g de NaCl.
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Figura 7 - Superficies de resposta geradas através do planejamento fatorial em
estrela (avaliagdo 1) utilizando a média das recuperagcbes (A) e o numero de

compostos avaliados (B).
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Para comprovar essa eficacia na extragado, um teste foi realizado fortificando o
filé de peixe em uma concentracdo de 50 ug kg’ e, além disso, realizou-se a
otimizagdo da adigao desse sal. Testou-se a adicdo de NaCl separadamente dos
demais sais, para verificar se o mesmo adicionado separadamente e seguido de
agitacao resultaria em um efeito salting out mais pronunciado, os resultados estéao

representados na Figura 14.
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Figura 8 - Percentual de recuperagdo para os compostos em estudo, variando a
adicao de NaCl (separadamente e junto com os demais sais), na concentracao de 50

ug kg™,

Analisando os resultados obtidos observar-se uma diferenga nos percentuais
de recuperagao entre os dois testes variando a adicdo de NaCl. Os resultados
obtidos foram melhores adicionando o sal separadamente dos demais sais de
extracao.

Realizando-se uma avaliagdo mais criteriosa, observa-se que para alguns
compostos esse método proposto pelo planejamento fatorial em estrela ndo seria o
ideal. Os horménios, dietilestilbestrol (DES) e hexestrol apresentaram valores de
recuperacao entre 40,7 e 44,8%, independentemente do modo de adi¢gao de NaCl.
Desse modo, construiu-se a superficie de resposta somente para esses dois
compostos, como mostra a Figura 15, na qual observa-se que o ponto 6timo seria o

oposto, ou seja, uma menor quantidade de agua e NaCl.
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Figura 9 - Superficie de resposta dos horménios dietilestilbestrol (DES) e hexestrol,
a paritr da recuperagao média desses compostos.

As estrutuas quimicas desses horménios (DES e hexestrol), os quais séo
horménios né&o-esterdides, sdo bastante diferentes das estruturas esterdides dos
demais horménios, justificando a baixa recuperagdo em relagdo aos demais. Além
disso, ambos tém valor de log Kow= 5,1, conferindo uma maior probabiliade de se
aderir na matéria organica, no caso o tecido adiposo do filé de peixe.

Com base nesses resultados, decidiu-se realizar uma segunda avaliagao,
com um segundo planejamento fatorial em estrela, utilizando os mesmos fatores,
mas em propor¢des reduzidas. Utilizou-se quantidades menores de agua (1,0 e 5,0
mL) e NaCl (1,0 e 3,0 g) na etapa de extragdo do filé de peixe (avaliagdo 2). Os
resultados das fortificagdes realizadas dos ensaios estdo representados na Figura
16.
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planejamento fatorial em estrela (avaliagdo 2), na concentragdo de 50 g kg™

As superficies de resposta foram montadas utilizando a média das
recuperacoes de todos os compostos em cada teste e o numero total de compostos
com recuperacéo adequada, ou seja, entre 70 e 120%, como visto na Figura 17.

Observando-se a Figura 16 evidencia-se que o PF6* resultou em melhor
recuperacao, entre 70 e 120%, para um numero maior de compostos. Quando
gerada a superficie de resposta para o planejamento fatorial em estrela (Figura 17)
nota-se que a média das recuperagdes e o numero de compostos melhoram de
acordo com a diminuicdo da quantidade de agua adicionada (0,2 mL), tendendo a
zero. Em relagdo a quantidade de NaCl o étimo é observado com o uso de 2,0 g do
sal. Esse resultado, melhora inclusive os resultados para os dois horménios citados
anteriormente, que quando utilizando as condigbes geradas na avaliacdo 1 do
planejamento fatorial em estrela ndo foram adequados. Assume-se, portanto, que a
adicéo de agua no procedimento para extragao de disruptores enddcrinos em filé de
peixe € desnecessaria, mas a adi¢ao de 2,0 g de NaCl é de suma importancia.

O uso de NaCl influencia na recuperacdo, principalmente, de compostos
polares, ou ainda pode fazer com que coextrativos mais polares possam ser
extraidos. Além disso, o uso desse sal pode influenciar no aumento do sinal e
formato do pico cromatografico, devido a coextragdo de analitos protetores. Analitos
protetores sdo agentes mascarantes, os quais podem melhorar a eficiéncia de
introdugdo do analito para a coluna. A quantidade de sal a ser utilizada deve ser

otimizada, pois se for muito elevada pode acarretar na extracdo excessiva de
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coextrativos polares, diminuindo a recuperacdo dos analitos de interesse

(ANASTASSIADES et al., 2003).
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Figura 11 - Superficies de resposta geradas através do planejamento fatorial em
estrela (avaliagdo 2) utilizando a média das recuperagbes (A) e o numero de

compostos avaliados (B).
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A Figura 18 refere-se ao método QUEChERS modificado otimizado utilizando
o planejamento fatorial, ressalta-se que a etapa de adigdo de agua foi excluida. A
eliminacao dessa etapa foi realizada com base nas supercificies de resposta
geradas, visto que a menor quantidade de agua testada foi a qual resultou em
melhores recuperagdes e um maior numero de disruptores enddcrinos extraidos.
Portanto esse procedimento foi utilizado para a realizagdo da validagdao, na qual
foram excluidos os hormdnios, visto que os mesmos serao avaliados em um trabalho

futuro utilizando Cromatografia Liquida.

] 7~ .:
E 10,0 g de amostra (filé de peixe) } i
] \ i
1 I
E 100 uL do padrao de substituicao E
] I
| [ h I
e 10 mL de MeCN/1% HAc (v/v) : _ :
'@ L J Agitar1 min !
9 i
i E ’ S :
. 2,0 g NaCl : : l
) \ J Agitar1 min :
] 3] I
I (S |
: E 7 N :
- 0,3gMgSO, + 1,7 g NaAc .
oo \ / Agitar 1 min i
E Centrifugar 3400 rpm por 8 min I
s S e
] a ) 1
E Sobrenadante (3 mL) E
: . 7 :
: 4 ) :
' 450 mg MgSO, + 75 mg PSA + !
: 7 1 '
" § > 375 mg C18 “/ Agitar 1 min E
' g— Centrifugar 3400 rpm por 8 min E
]

R - . | i
' Filtrar: 0,2 ym (nylon) :
] \. J 1
E 10 yL de padraointerno i
] I
| , ~ :
E Andlise Cromatografica |
1 \ / :
I

Figura 12 - Procedimento de extragdo otimizado utilizando o método QUEChERS
modificado.
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3.5.Validagao do Método QUEChERS Modificado Otimizado

A validacédo do método QUEChERS foi realizada utilizando GC-(TQ)MS/MS,
seguindo o procedimento descrito em Figura 18, na qual foram avaliados os
disruptores enddcrinos relacionados na Tabela 2, excluindo os horménios. Todas as
solugdes analiticas empregadas neste estudo foram preparadas em solvente
(acetonitrila) e no extrato de filé de peixe, sendo assim, possivel avaliar o efeito da
presenca do extrato da matriz na determinagédo dos valores de LOD e LOQ, da
linearidade das curvas analiticas (faixa linear, equagdo da curva e coeficiente de
determinacédo), e demais parametros descritos a seguir.

3.5.1. Seletividade e Analise de Solventes e Reagentes

A seletividade do método foi assegurada, uma vez que nao ha interferentes

nos mesmos tempos de retengcédo de cada disruptor endécrino com 0s mesmo ions

de quantificagdo e confirmagao na matriz de filé de peixe, conforme Figura 19.
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Figura 13 - Cromatograma obtido a partir do extrato "branco" de filé de peixe no
modo TIC (A), comparado com o padrao da matriz de filé de peixe na concentragao
de 50 pug kg™ (B).

A avaliagao dos solventes e reagentes utilizados nas analises de filé de peixe
foi averiguada, e como visto na Figura 20, ndo foi observada a presenca de
interferentes.
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Figura 14 - Cromatograma obtido para a avaliacdo dos solventes e reagen{é_é
utilizados nas analises de filé de peixe, no modo TIC (B), comparado com o padrao
na matriz de filé de peixe na concentragéo de 50 ug kg™ (A).

3.5.2. Curva Analitica e Linearidade

As Tabelas 10 e 11 apresentam os valores dos coeficientes de determinacao
(%), inclinacdo (a) e intercepcao (b) para as equacdes das curvas analiticas de cada
disruptor enddcrino, bem como a faixa linear, em solvente organico (acetonitrila) e no

extrato da matriz de filé de peixe.
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Tabela 10 - Valores dos coeficientes de determinacdo (r?), inclinagdo (a) e

intercepcao (b) para as curvas analiticas de disruptores enddcrinos em acetonitrila.
2

Disruptor Endécrino r Inclinagao (a) Intercepgao (b)
Triclorfon 0,9963 1,51x10° -5,90x10°
4-terc-octilfenol 0,9993 4,89x10° -2,21x10°
Trifluralina d-14 (PS) 0,9979 4,06x10° -4,30x10°
Trifluralina 0,9978 2,75x10° -6,64x10°
Alfa-HCH 0,9976 2,36x10° -5,59x10°
Hexaclorobenzeno 0,9966 1,87x10° -2,44x10°
Dimetoato 0,9677 2,83x10* -1,74x10°
Simazina 0,9925 5,28x10% -2,96x10°
Atrazina 0,9988 1,02x10° -2,80x10°
4-n-octilfenol 0,9982 2,03x10° -3,57x10°
Beta-HCH 0,9917 2,22x10° -1,32x10°
Lindano 0,9952 1,89x10° -7,75x10°
Diazinona 0,9972 2,13x10° -4,16x10°
Delta-HCH 0,9948 6,75x10% -3,90x10°
4-n-nonilfenol 0,9836 3,46x10° -4,92x10°
Clorpirifés metilico 0,9911 3,65x10* -1,85x10°
Vinclozolina 0,9958 1,52x10° -3,72x10°
Alacloro 0,9945 2,96x10° -1,06x10°
Parationa metilica 0,9654 5,13x10* -4,14x10°
Heptacloro 0,9939 1,62x10° -7,24x10°
Malationa 0,9925 2,36x10° -7,86x10°
Clorpirifés etilico 0,9966 1,57x10° -4,79x10°
Aldrin 0,9967 1,09x10° -3,02x10°
Parationa etilica 0,9915 9,39x10* -4,00x10°
Dicofol 0,9934 1,04x10° -3,96x10°
Heptacloro epdxido exo 0,9970 8,21x10* -1,19x10°
Heptacloro epdxido endo 0,9964 7,41x10* -2,39x10°
2,4-DDE 0,9957 1,13x10° -3,38x10°
Endossulfan-alfa 0,9950 5,86x10% -1,91x10°
Bisfenol A 0,9465 4,13x10* 1,89x10*
4,4-DDE 0,9966 1,71x10° -4,74x10°
Dieldrin 0,9934 9,22x10* -1,32x10°
2,4-DDD 0,9969 3,24x10° -8,32x10°
Endrin 0,9928 6,41x10* -2,99x10°
Endussulfan-beta 0,9933 3,52x10% 7,81x10*
Endosulfan sulfato 0,9909 2,81x10% -1,59x10°
DDT 0,9844 2 73x10° -1,97x10°
Bifentrina 0,9919 2,83x10° -7,60x10°
Mirex 0,9969 7,30x10° -2,16x10°
Fenarimol 0,9906 1,41x10° -4,85x10°
Permetrina cis/trans 0,9945 7,20x10° -1,56x10°
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Tabela 11 - Valores dos coeficientes de determinacéo (r?), inclinacdo (a) e intercepgao (b)
para as curvas analiticas de disruptores enddcrinos e faixa linear para cada analito no
extrato de filé de peixe.

Disruptor Endécrino r? Inclinagdo (a) Intercepgdo (b) Faixa Linear (ug L'1)
Triclorfon 0,9977 1,43x10° -6,76x10* 1-200
4-terc-octilfenol 0,9995 8,79x10° 4,84x10° 5 - 200
Trifluralina d-14 (PS) 0,9993 5,35x10° -3,60x10° 1-200
Trifluralina 0,9990 3,43x10° -3,88x10° 1-200
Alfa-HCH 0,9982 3,31x10° 5,69x10° 1-200
Hexaclorobenzeno 0,9991 2,38x10° 8,84x10° 1-200
Dimetoato 0,9981 1,63x10° 3,52x10° 25 - 200
Simazina 0,9991 7,78x10* 4,42x10° 5 - 200
Atrazina 0,9997 1,32x10° -1,72x10° 5-200
4-n-octilfenol 0,9990 2,30x10° 2,31x10° 5 - 200
Beta-HCH 0,9994 6,12x10° -1,13x10° 5 - 200
Lindano 0,9988 2,54x10° -1,85x10° 5 - 200
Diazinona 0,9997 2,86x10° -1,87x10° 1-200
Delta-HCH 0,9990 2,15x10° -3,20x10° 1-200
4-n-nonilfenol 0,9993 9,85x10° -9,30x10° 1-200
Clorpirifés metilico 0,9988 8,88x10" -1,73x10° 1-200
Vinclozolina 0,9990 2,14x10° -3,66x10° 1-200
Alacloro 0,9984 3,92x10° -8,51x10° 1-200
Parationa metilica 0,9996 1,70x10° -4,08x10° 5 - 200
Heptacloro 0,9985 2,08x10° -3,47x10° 1-200
Malationa 0,9994 9,01x10° -6,37x10° 1-200
Clorpirifos etilico 0,9985 2,91x10° 1,01x10” 1 - 200
Aldrin 0,9982 1,40x10° -2,23x10° 5 - 200
Parationa etilica 0,9986 2,95x10° -6,18x10° 5 - 200
Dicofol 0,9997 1,78x10° -2,07x10° 1-200
Heptacloro epdxido exo 0,9983 1,16x10° -1,78x10° 5 - 200
Heptacloro epdxido endo 0,9991 9,34x10* -1,30x10° 5 - 200
2,4-DDE 0,9994 1,49x10° -1,32x10° 1-200
Endossulfan-alfa 0,9987 7,94x10* -5,65x10* 10 - 200
Bisfenol A 0,9982 1,48x10° -9,64x10° 1-200
4,4-DDE 0,9994 2,08x10° -2,22x10° 1-200
Dieldrin 0,9986 1,15x10° 6,11x10* 5 - 200
2,4-DDD 0,9995 4,27x10° -5,44x10" 1-200
Endrin 0,9988 9,19x10* -1,41x10° 5 - 200
Endussulfan-beta 0,9986 6,47x10* -1,15x10° 10 - 200
Endosulfan sulfato 0,9975 6,90x10* -7,26x10* 1-200
DDT 0,9962 7,01x10° -2,44x10° 1-200
Bifentrina 0,9985 3,85x10° -1,31x10° 1-200
Mirex 0,9996 8,47x10° -1,34x10° 1-200
Fenarimol 0,9990 2,25x10° -4,07x10° 1-200

Permetrina cis/trans 0,9987 8,83x10° 4,49x10° 10 - 200
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A linearidade para os disruptores enddcrinos quando preparados na matriz de
filé de peixe foi bastante eficiente visto que para todos os analitos obteve-se um r?
maior de 0,996. Ao contrario, para alguns compostos o valor de r? ficou abaixo de
0,99 quando preparados em solvente (acetonitrila), sendo estes: dimetoato, 4-n-

nonilfenol, parationa metilica, bisfenol A e DDT.

3.5.3. Determinacgéo dos Valores de LOD e LOQ

Os valores de limite de deteccédo e quantificacdo foram obtidos como descrito
em 2.13.5, onde o menor ponto da curva foi utilizado como valor de quantificagao e o
mesmo dividido por 3,33 como valor de detecgédo do disruptor enddcrino no método.
A faixa de LOQ variou de 1,0 a 25 pg kg™, e 0 LOD de 0,3 a 7,5 ug kg™’ (Tabela 12).
Estes valores de limites de deteccédo e quantificacdo sao considerados satisfatorios
de acordo com o método apresentado e validado, visto que atendem a legislagéo
brasileira, para os compostos que sao de uso permitido (Tabela 2). Os valores de
LOQ obtidos além de serem mais baixos que os valores estabelecidos pela
legislacdo brasileira, sdo adequados para a quantificagdo dos DEs em estudo, sendo
que sua maioria € de uso proibido (MAPA, 2010).

Tabela 12 - Valores de limite de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) para cada
disruptor enddcrino na matriz de filé de peixe.

Disruptor Endécrino LOD (ug kg™) LOQ (ug kg™)

Triclorfon 0,3 1,0
4-terc-octilfenol 1,5 5,0
Trifluralina d-14 (PS) 0,3 1,0
Trifluralina 0,3 1,0
Alfa-HCH 0,3 1,0
Hexaclorobenzeno 0,3 1,0
Dimetoato 7,5 25,0
Simazina 1,5 5,0
Atrazina 1,5 5,0
4-n-octilfenol 1,5 5,0
Beta-HCH 1,5 5,0
Lindano 1,5 5,0
Diazinona 0,3 1,0

Delta-HCH 0,3 1,0
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4-n-nonilfenol 0,3 1,0
Clorpirifés metilico 0,3 1,0
Vinclozolina 0,3 1,0
Alacloro 0,3 1,0
Parationa metilica 1,5 50
Heptacloro 0,3 1,0
Malationa 0,3 1,0
Clorpirifés etilico 0,3 1,0
Aldrin 1,5 50
Parationa etilica 1,5 5,0
Dicofol 0,3 1,0
Heptacloro epdxido exo 1,5 5,0
Heptacloro epoxido endo 1,5 5,0
2,4-DDE 0,3 1,0
Endossulfan-alfa 3,0 10,0
Bisfenol A 0,3 1,0
4,4-DDE 0,3 1,0
Dieldrin 1,5 5,0
2,4-DDD 0,3 1,0
Endrin 1,5 5,0
Endussulfan-beta 3,0 10,0
Endosulfan sulfato 0,3 1,0
DDT 0,3 1,0
Bifentrina 0,3 1,0
Mirex 0,3 1,0
Fenarimol 0,3 1,0
Permetrina cis/trans 3,0 10,0

3.5.4. Exatidao (Ensaio de Recuperacéao) e Precisédo (Repetitividade)

Na Tabela 13 apresentam-se os valores das médias dos percentuais de
recuperacdo (n=6) e RSD, (repetitividade) para os 40 disruptores endocrinos
avaliados em filé de peixe nos niveis de concentragdo de 10, 25 e 50 ug kg'1,
utilizando o método QUEChERS modificado otimizado. A recuperagao foi calculada
utilizando curva analitica preparada no extrato da matriz de filé de peixe, aceitando o
critério de recuperacao entre 70 e 120% e RSD<20%.
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Tabela 13 - Percentuais de recuperagao e RSD; para a repetitividade do método de
extracdo de disruptores endocrinos em filé de peixe.

10 ug kg™ 25 pg kg’ 50 ug kg™
Disruptor

Endocrine  media RSO media  RSDe ot RSD,
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Triclorfon 43,2 18,2 40,8 8,7 34,3 10,1
4-terc-octilfenol 97,0 10,1 98,4 12,0 96,8 4.4
Trifluralina d-14 (PS)  100,1 11,0 100,9 8,8 97,0 3,3
Trifluralina 98,8 13,4 98,2 10,7 92,3 3,4
Alfa-HCH 91,6 13,1 97,4 12,3 95,0 5,0
Hexaclorobenzeno 54,5 15,1 50,5 14,7 50,1 6,7
Dimetoato - - 106,5 4,0 110,3 7,0
Simazina 101,4 10,2 92,4 15,8 92,5 6,6
Atrazina 109,0 12,0 100,0 9,3 91,1 6,9
4-n-octilfenol 1051 9,7 105,5 11,3 98,8 5,6
Beta-HCH 80,0 13,0 82,4 10,6 80,0 3,2
Lindano 99,5 12,9 101,0 12,0 94,3 8,6
Diazinona 97,9 13,6 97,1 10,2 93,2 6,0
Delta-HCH 107,8 12,3 103,0 11,2 92,5 8,8
4-n-nonilfenol 78,7 13,8 80,1 11,1 72,4 7,8
Clorpirifés metilico 105,4 10,4 95,9 4,2 92,5 6,6
Vinclozolina 120,0 13,4 113,2 9,5 105,5 8,3
Alacloro 113,2 14,7 105,9 10,2 95,2 5,4
Parationa metilica 114,7 18,1 98,3 10,6 90,0 5,9
Heptacloro 88,9 14,9 82,0 12,4 77,3 6,8
Malationa 113,5 10,7 112,3 11,3 107,3 4,5
Clorpirifés etilico 119,8 4,8 110,9 6,6 92,9 9,1
Aldrin 76,7 20,0 70,1 12,1 70,7 8,0
Parationa etilica 117,4 12,7 107,7 12,5 101,9 6,3
Dicofol 62,5 13,2 60,7 13,3 56,4 4.1

Heptacloro epoxido 97.7 13,0 913 11,6 86,4 7,2

exo
Heptac'eor:goepox'do 95,8 13,0 92,0 10,6 85,6 7.3
2,4-DDE 80,8 13,2 78,1 10,1 73,6 6,5
Endossulfan-alfa 1071 19,0 88,3 11,7 82,2 9,2
Bisfenol A 1182 139 1045 12,7 90,5 2,1
4,4-DDE 742 11,0 70,4 8,9 70,4 5,3
Dieldrin 89,9 13,2 85,9 12,6 91,0 7.8
2,4-DDD 90,8 13,5 87,7 12,5 81,9 5,5
Endrin 94,7 14,5 86,9 13,3 81,5 4,5
Endussulfan-beta  102,7 16,3 85,7 10,9 83,9 6,1

Endosulfan sulfato 120,0 12,3 108,4 11,4 115,9 16,4
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DDT 96,1 14,9 80,5 14,0 76,6 8,4
Bifentrina 98,9 7,8 82,6 9,5 75,9 3,8
Mirex 51,2 141 45,0 14,8 40,6 4,8
Fenarimol 106 10,1 97,9 11,9 90,0 4,8
Permetrina cis/trans 81,2 19,1 74,3 11,9 73,6 12,0

Rec: recuperacao

O organofosforado dimetoato ndo pode ser quantificado na fortificagcao
realizada no nivel de concentragao de 10 ug kg'1, pois seu limite de quantificagao é
de 25 pg kg'1, desse modo, sendo 0 mesmo avaliado somente nos niveis de
concentragao de 25 ug kg™ e 50 ug kg™

Os valores de recuperacgao nos trés niveis de concentracido variaram de 70,1
a 120,0%, exceto os disrutores enddcrinos triclorfon, hexaclorobenzeno, dicofol e
mirex que nao ficaram dentro da faixa aceitavel de recuperagdo em nenhum dos
niveis de concentragdo avaliados. A boa precisao, para todos os analitos em todos
os niveis de fortificagdo avaliados, foi assegurada sendo satisfatéria com valores de
RSD; entre 2,1 e 20%.

O uso da trifluralina-d14 como padrao de substituicdo proporcionou avaliar o
procedimento de extragdo, julgando se o mesmo apresentaria resultados
satisfatérios nos trés niveis avaliados. Fixando-se a sua concentracdo, pode-se
comparar os resultados obtidos nos diferentes niveis de concentracdo dos analitos.
Observa-se que a recuperagdao média do PS manteve-se praticamente constante
nos trés niveis, demonstrando desse modo que nao houve alteragcbes drasticas do
procedimento de extragao.

O mirex é considerado um dos agrotoxicos mais estaveis e persistentes no
solo e sedimentos, K, de 5,28; é pouco soluvel em agua, isso pode explicar a baixa
recuperacéo devido a sua acumulagéo no tecido adiposo (PINTO; PINTO; FILHO,
2007). Os compostos dicofol e hexaclorobenzeno também podem ser justificados por
essa persistencia com valores de K, de 4,30 e 5,73.

Ja a baixa recuperacdo do triclorfon ndo pode ser atribuida a possivel
acumulacgao no tecido adiposo do filé de peixe, visto que seu K, de 0,43 é bastante
baixo, ndo conferindo essa caracteristica. Sugere-se, portanto, que ele tenha sido
adsorvido no sistema de injecdo, ndo sendo transferido adequadamente a coluna

cromatografica, e assim, resultando em sua baixa recuperagéo.
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3.5.5. Precisao Intermediaria

Na avaliagao da precisao intermediaria os valores de recuperagao variaran na
faixa de 70,1 a 119,5%. Os compostos triclorfon, hexaclorobenzeno, dicofol e mirex
continuaram a apresentar valores de recuperagao inferiores ao recomendado (entre
70 e 120%), assim como na avaliagédo da repetitividade. Uma boa precisdo pode ser
observada, com valores de RSD; entre 3,9 e 20%. A trifluralina d-14 manteve-se
constante, quando comparada com os resultados da avaliagao da repetitividade.

Na Tabela 14 estdo descritos os valores de recuperagdo e a precisao
intermediaria avaliada em filé de peixe utilizando o método QUEChERS modificado,

na concentragao intermediaria de 25 ug kg'1.

Tabela 14 - Percentuais de recuperagéo e RSD, do método de extragdo de
disruptores endocrinos em filé de peixe, correspondente a precisao intermediaria.

25 ug kg™

Disruptor Endécrino o
Rec. média (%) RSDyi (%)

Triclorfon 29,3 9,0
4-terc-octilfenol 82,6 8,8
Trifluralina d-14 (PS) 104,8 4.1
Trifluralina 89,2 6,8
Alfa-HCH 89,2 11,9
Hexaclorobenzeno 43,7 20,0
Dimetoato 70,1 11,9
Simazina 107,5 11,2
Atrazina 96,5 15,6
4-n-octilfenol 106,4 10,6
Beta-HCH 76,1 5,8
Lindano 93,2 4,3
Diazinona 96,7 6,0
Delta-HCH 89,7 5,2
4-n-nonilfenol 73,3 7.4
Clorpirifés metilico 88,8 4,0
Vinclozolina 98,9 6,4
Alacloro 97,5 6,5
Parationa metilica 99,8 9.1
Heptacloro 70,9 8,2
Malationa 96,9 5,5
Clorpirifés etilico 70,2 8,3
Aldrin 74,2 6,1

Parationa etilica 93,3 6,8
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Dicofol 46,9 11,3
Heptacloro epdxido exo 82,6 6,5
Heptacloro epdxido endo 77,0 9,9
2,4-DDE 74,7 5,9
Endossulfan-alfa 76,7 4,5
Bisfenol A 96,7 12,6
4,4-DDE 79,2 3,9
Dieldrin 78,5 3,9
2,4-DDD 76,3 9,0

Endrin 77,6 14,0
Endussulfan-beta 87,1 16,8
Endosulfan sulfato 82,6 11,4
DDT 70,5 5,7
Bifentrina 71,3 11,7

Mirex 40,4 10,5
Fenarimol 90,1 10,2
Permetrina cis/trans 119,5 5,6

3.5.6. Efeito Matriz

A avaliagdo do efeito matriz esta descrita na Tabela 15, na qual observa-se a
importancia de tal estudo para a matriz de filé de peixe em relacdo ao disruptores
endocrinos avaliados no sistema de GC-(TQ)MS/MS. Destaca-se como sendo de
extrema importancia o preparo de solu¢des analiticas no extrato da matriz, desse
modo mimetizando os interferentes/coextrativos tanto para as amostras quanto para
as solucdes analiticas utilizadas para a quantificagdo dos compostos de interesse.
Observa-se que somente o analito triclorfon apresentou efeito de matriz negativo,
diferentemente dos demais compostos. O efeito matriz positivo €& bastante
pronunciado para diversos compostos, destacando a relevancia da avaliagdo desse
parametro para a validagao de métodos analiticos de analise em filé de peixe.

Valores de efeito matriz superiores a 50% devem ser considerados, visto que
sdo fontes de erro quantitativo bastante importante (ECONOMOU et al., 2009).
Pinho et al. (2009) também destacou efeito matriz bastante elevado quando utilizado

Espectrometria de Massas.
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Tabela 15 - Efeito matriz dos disruptores endocrinos avaliados no sistema de GC-
(TQ)MS/MS, a partir de solugdes preparadas em acetonitrila e na matriz de filé de
peixe.

Disruptor Endécrino Efeito Matriz (%)

Triclorfon -5,6
4-terc-octilfenol 79,8
Trifluralina d-14 (PS) 31,7
Trifluralina 24,5
Alfa-HCH 40,3
Hexaclorobenzeno 27,4
Dimetoato 474,3
Simazina 47,3
Atrazina 29,1
4-n-octilfenol 13,1
Beta-HCH 175,7
Lindano 34,7
Diazinona 34,4
Delta-HCH 2194
4-n-nonilfenol 185,0
Clorpirifés metilico 143,3
Vinclozolina 40,6
Alacloro 32,3
Parationa metilica 231,8
Heptacloro 28,8
Malationa 281,5
Clorpirifés etilico 85,8
Aldrin 29,3
Parationa etilica 2141
Dicofol 71,2
Heptacloro epdxido exo 41,3
Heptacloro epéxido 26.1
endo
2,4-DDE 31,9
Endossulfan-alfa 35,6
Bisfenol A 3476,0
4,4-DDE 21,5
Dieldrin 14,8
2,4-DDD 32,0
Endrin 43,3
Endussulfan-beta 83,8
Endosulfan sulfato 145,9
DDT 156,7
Bifentrina 35,9
Mirex 16,0
Fenarimol 58,9

Permetrina cis/trans 22,5




105

Coextrativos como lipidios (triacilglicerois, fosfolipidios, etc.), e outros
componentes de massa molar elevada também podem permanecer solubilizados
nos extratos, mesmo apos a purificagdo da amostra. O efeito de matriz € mais
significativo também quando os analitos encontram-se em concentragdes mais
baixas ou quando a proporgao de componentes da matriz/analito € muito alta. Nessa
situagdo, quando injetada a solugdo-padrédo dos analitos preparados em solvente
puro, em baixa concentragdo, uma quantidade expressiva do analito é retida na
interface do liner, consequentemente, pequena quantidade de analito € detectada.
Quando se analisam os extratos, apenas uma quantidade insignificante do analito é
adsorvida, porque a proporcao de componentes da matriz/analito € muito alta e os
interferentes sdo preferencialmente adsorvidos. Outra caracteristica de alguns
disruptores enddécrinos é a susceptibilidade de sofrer degradagdo térmica quando
analisados em solvente puro (PINHO et al., 2009).

Pinho et al. (2009) destacou que organoclorados nao tem efeito matriz muito
elevado, exceto o DDT, o qual pode ser termicamente degradado no injetor apos
acumulo de coextrativo. Isso n&o € evidenciado nos resultados obtidos utilizando
matriz de filé de peixe, onde em sua maioria os agrotoxicos organoclorados
apresentaram percentual de efeito matriz bastante elevado.

A Figura 21 demonstra, no modo MRM, a diferenga entre os sinais obtidos
para o bisfenol A quando preparo no extrato da matriz e em acetonitrila. llustrando
assim o valor de efeito matriz bastante elevado observado, como descrito na Figura
15.
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Figura 151 - Comparacédo dos sinais de bisfenol A, no modo MRM, de solugbes
preparadas no extrato da matriz e em acetonitrila.

3.6. Aplicacao do Método

Aplicacdo do método proposto consitiu na analise de 6 amostras, sendo 2 da
espécie Rhamdia quelen, outras duas da espécie Pterogymnus laniarius (panga),
uma sendo Cyprinus carpio (carpa hungara) e outra Oreochromis niloticus (tilapia).
Sendo que, para o0s peixes panga, carpa hungara e tilapia fizeram-se trés
fortificacdes, no nivel intermediario de 25 pg kg™, a fim de verificar a robustez do
meétodo, avaliando-se a recuperacgao dos disruptores endocrinos.

Nas duas amostras de filé de jundia analisados foram encontrados residuos
de bisfenol A nas concentragbes de 14,5 e 6,2 ug kg'1. Em somente uma das
amostras ainda foram encontrados residuos de clorpirifés etilico e bifentrina nas
concentragoes de 34,7 e 2,1 ug kg™, respectivamente.

Avaliando-se a espécie Oreochromis niloticus nota-se que a mesma
aprensenta comportamento semelhante a Rhamdia quelen, visto que 3 disruptores
endécrinos (triclorfon, hexaclorobenzeno e mirex) mantiveram-se com percentuais

de recuperacao inferiores a 70%, com excessdao do dicofol que a média de
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recuperacao foi de 78,1%. No entanto, outros 4 compostos nao obtiveram
recuperacao na faixa de 70 a 120%, sendo estes: HCH-delta, 4-n-nonilfenol,
endossulfan sulfato e aldrin. Sendo assim, possivel avaliar 33 disruptores endécrinos
em amostras de filé de tilapia (Figura 22). Na amostra avaliada foi encontrado
residuo de bisfenol A na concentragado de 2,7 ug kg™.

Ja para o filé de peixe panga os compostos triclorfon, hexaclorobenzeno,
dicofol e mirex comportaram-se como no filé de jundia, assim como o HCH-delta,
endossulfan sulfato e aldrin, com recuperag¢des inferiores a 70%. Sendo assim,
possivel avaliar 33 disruptores endocrinos em amostras de filé de panga. Foram
analisadas duas amostras de filé de panga, sendo que ndo foram encontrados
residuos de disruptores enddcrinos dentro dos limites estabelecidos pelo método
proposto.

As recuperagdes obtidas para a carpa hungara ndo foram adequadas para a
maioria dos compostos, demonstrando que o método proposto ndo pode ser
aplicado em amostras da espécie Cyprinus carpio.

Numero de compostos
= = N N w
[6)] o [6)] o [6)] o

o

<70% 70-90% 90-120%
m Tilapia = Panga = Carpa

Figura 22 - Percentual de recuperagédo dos disruptores enddcrinos avaliados nos
filés de tilapia, panga e carpa, na concentragao de 25 ug kg'1.

O bisfenol A embora apresente solubilidade em &agua moderadamente
elevada, o valor do seu coeficiente de particdo octanol-agua (Kow 3,4) permite
assumir que tal substancia esta preponderantemente adsorvida na matéria organica.
Entretanto, seu transporte no ambiente aquatico constitui a maior rota de distribuicédo
para os demais compartimentos ambientais (GHISELLI; JARDIM, 2007). Nos
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trabalhos desenvolvidos por Shao et al. (2007) e Liu et al. (2011) também observou-
se a presenga de bisfenol A nas concentragdes de 55,98 ug kg’ e 83,5 ug kg™,
respectivamente.

A presenca clorpirifés etilico na amostra de filé de jundia pode ser justificada
por uma possivel contaminagdo deste organofosforado nos produtos utilizados na
sua alimentacg&o, como relatado por Sun; Chen (2008).

A bifentrina € um inseticidade com elevada toxicidade em peixe, causando
tremores, convulsées e, por consequéncia, ocasionando sua morte. Observa-se,
uma pequena quantidade de trabalhos cientificos com o intuito de averiguar a
presenca de disruptores enddcrinos em filé de peixe com a finalidade de avaliar
concentracdes toxicas no musculo, assim limitando a discussdao dos resultados
através de comparativos com outros autores.

Os resultados obtidos demonstram a importancia da avaliacdo do
comportamento dos extratos obtidos pelas diferentes espécies de peixes existentes,
nao podendo ser sempre extrapolado. Bem como, os resultados positivos para
alguns disruptores enddcrinos evidenciam a importancia da realizagdo de
monitoramentos de residuos em espécies aquaticas, como os peixes. Destaca-se a
importancia da conscientizagdo do uso dessas substancias, visto do grande impacto

ambiental e a saude humana que estas geram.
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4. CONCLUSOES

O método QUEChERS modificado otimizado para filé de peixe mostrou-se ser
eficaz na extracdo de 36 dos 40 disruptores endocrinos avaliados utilizando o
sistema GC-(TQMS/MS no modo MRM com fonte EI, obtendo valores de
recuperacéo entre 70,1 e 120%. A precisdo do método também demonstrou ser
adequada visto que valores de RSD inferiores a 20% foram obtidos. Além desses, o
parametro de linearidade foi suficientemente adequado para todos os analitos com
valores de r* maiores de 0,996, bem como os limites de quantificagdo apresentados,
atendendo a legislagao brasileira.

A realizagdo do planejamento fatorial em estrela permitiu encontrar um
procedimento de extracdo 6timo, a fim de atender as necessidades propostas nesse
trabalho. Faz-se necessario o uso dessa ferramenta a fim de minimizar o periodo de
realizacao de testes, e consequentemente o consumo desnecessario de reagentes.
Destaca-se que a eliminagdo da etapa de adicdo de agua, e a adigcdo de NacCl
(mesmo que sendo necessario sua adicdo em uma etapa individualizada) tornam
esse procedimento rapido e de facil execu¢cdo. Um procedimento com menor numero
de etapas esta sujeito a uma menor probabilidade de erros analiticos, melhorando a
ainda mais a eficacia do procedimento.

A etapa de limpeza destacou-se como sendo de suma importancia durante o
desenvolver do trabalho, visto que diferentes combinagcbes e proporgcdes de
sorventes e/ou sais podem influenciar na qualidade do extrato obtido. Um extrato
com menor quantidade de coextrativos/interferentes contribui para a manutencgao de
todo o sistema de deteccdo, além de sofrer influéncia sobre a recuperacdo dos
analitos em estudo. Devido a presenca de colesterol e os acidos oleico e n-
hexadecandico em quantidades elevadas em filé de peixe, o uso de C18 e PSA
nessa etapa demonstrou ser indispensavel.

Em relacdo ao efeito matriz do extrato de filé de peixe observou-se que o
mesmo exerce grande influéncia nos disruptores endocrinos avaliados, sendo
fundamental o preparo de solugcbes analiticas na matriz, a fim de mimetizar a
presenca de coextrativos/interferentes.

O método mostrou-se aplicavél em amostras de filé de peixe, possibilitando a
deteccgdo da presencga de bisfenol A na amostra de tilapia, além de clorpirifos etilico,
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bifentrina e bisfenol A na espécie Rhamdia quelen. A espécie Oreochromis niloticus
proporcionou a determinacdo do acaricida dicofol, o qual ndo foi possivel otimizar
para as demais espécies avaliadas, mas apresentou recuperacgao insatisfatéria para
HCH-delta, 4-n-nonilfenol, endossulfan sulfato e aldrin. O filé de panga analisado
somente ndo monstrou-se adequado para a determinacdo de HCH-delta,
endossulfan sulfato e aldrin e nas amostras analisadas ndo foram encontrados
residuos de disruptores enddcrinos.

Portanto, conclui-se que o método QUEChERS modificado proposto para a
determinacao de disruptores enddcrinos em filé de peixe utilizando GC-(TQ)MS/MS
mostrou ser eficaz, podendo ser aplicado em analise de rotina, por atender as
legislagdes de acordo com os parametros de validagao de métodos cromatograficos.

Considerando-se os resultados obtidos, pode-se afirmar que os objetivos

tragados para este trabalho foram atingidos.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

- Tendo em vista os resultados obtidos através do planejamento fatorial em
estrela desenvolver o método cromatografico utilizando a técnica de Cromatografia
Liquida acoplada a Espectrometria de Massas para a determinagdo de hormdnios

em filé de peixe;

- Ampliar o escopo de disruptores enddcrinos a serem avaliados nesta matriz;

- Realizar o planejamento fatorial com mais de 2 fatores.
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ANEXO
Anexo 1 - Fdérmulas estruturais dos disruptores enddcrinos estudados nesse
trabalho.
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