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RESUMO

Mostramos aqui a ocorréncia de poluentes organicos persistentes em ovos de jacaré-
do-Pantanal (Caiman yacare), coletados em dois municipios do estado de Mato
Grosso (Brasil), em 2012 e 2013. p,p-DDE foi o composto encontrado em maior
concentragdo (51,3 — 78,1 ng g~ de ovo liofilizado) em ambas as regides estudadas.
Para a extracdo de pesticidas organoclorados - OCPs - (p,p’-DDD, p,p’-DDE, o,p’-
DDT, o,p’-DDD, o,p’-DDE, B-endosulfan e endosulfan sulfato) e bifenilas policloradas -
PCBs - (congéneres 28, 52, 101, 118, 138, 153 e 180), o conteudo total de ovos de C.
yacare, exceto a casca, foi homogeneizado, liofilizado e submetido a um método de
extragdo soélido-liquido com partichio em baixa temperatura (ESL-PBT) que
previamente foi otimizado e validado. Foi utilizado um cromatografo a gas (CG) com
detector por captura de elétrons (ECD) para a deteccao destes analitos. PCB 209 a 10
ng mL™ e tetrabromobenzeno (TBB) a 10 ng mL™ foram utilizados como padrao interno
e como padrao de recuperacao (surrogate), respectivamente. O método de extragao
foi otimizado através de um estudo quimiométrico que incluiu um planejamento fatorial
2* com triplicata do ponto central, para determinacdo das melhores condicdes de
analise dos compostos de interesse. Volume de solvente extrator (8 — 12 mL), tempo
de agitagdo em vortex (1 — 5 min), tempo de centrifugag¢do a 2.500 rpm (5 — 15 min) e
tempo de congelamento (4 — 12 h) foram as variaveis consideradas e testadas em dois
niveis, mais a triplicata do ponto central. A recuperagao normalizada foi utilizada como
resposta para avaliacdo dos fatores que influenciam o método de extragdo. As
respostas normalizadas foram submetidas ao teste t de Student para determinagao
dos fatores significativos e as interagdes entre os fatores foram avaliadas a partir da
superficie de resposta. O método otimizado inclui 12 mL de solvente extrator
(acetonitrila: acetato de etila - 6,5:1,5 v/v), 5 min de tempo de agitagcdo em vortex, 15
min de centrifugacdo a 2.500 rpm e 12 h de congelamento. Para a validacdo do
método, a area cromatografica de cada analito em relagédo a area cromatografica do
padrao interno versus concentragao foram utilizados para construgcdo de trés curvas
analiticas: (1) em solvente, (2) na matriz e (3) extraida. Todos os pontos de cada curva
foram submetidos ao teste de Huber para exclusdao de valores anbémalos e a
linearidade das curvas foi avaliada pelo coeficiente de determinagdo (r?) e
homocedasticidade. A detectabilidade da resposta cromatografica instrumental foi
avaliada pela curva em solvente (3,0 — 71,7 ng mL" em isoctano). A curva na matriz
(2,3 — 53,8 ng g de ovo liofilizado) foi utilizada para avaliagédo de efeito matriz, por
comparacgao da variancia residual entre a curva em solvente e a curva na matriz. Os
resultados mostraram que os componentes da matriz podem afetar a quantificagao
dos compostos estudados. A curva extraida (2,3 — 53,8 ng g de ovo liofilizado) foi
utilizada para a determinacao dos parametros analiticos (exatidao, limite de deteccgao,
limite de quantificacao, repetitividade e precisao intermediaria) do método baseado em
ESL-PBT. Os limites de detecgao e de quantificagao foram determinados através dos
parametros da curva extraida. O limite de deteccdo do método (LOD) variou entre 5,3
ng g (o,p-DDE) e 14,4 ng g"' (PCB 52), enquanto que o limite de quantificacéo (LOQ)
variou entre 10,0 ng g" (o,p-DDE) e 35,8 ng g" (PCB 52). O método apresentou
recuperacgao relativa entre 60% (o,p-DDE) e 120% (o,p-DDT), desvio padrao relativo
(RSD) menor que 25% para todos os analitos. O uso de ovos de aves como
bioindicador de background para contaminagao de poluentes orgénicos persistentes é
recomendado pela Convencao de Estocolmo. Porém, este estudo, inédito no bioma
Pantanal, indicou que o uso do ovo de C. yacare, réptil que possui o sexo determinado
pela temperatura do ninho, €& promissor como bioindicador de contaminacdo de
background para OCPs e PCBs considerando que foi detectada a presenta destes
compostos a partir de uma técnica otimizada e validada aplicada nas amostras
coletadas no Pantanal mato-grossense.

Palavras-chave: Caiman yacare, poluentes organicos persistentes, extragcao sélido-
liquido com particdo em baixa temperatura, cromatografia gasosa.



ABSTRACT

This work shows the occurrence of persistent organic pollutants in the eggs of Caiman
yacare, collected in two regions from Pantanal mato-grossense (Brazil), in 2012 and
2013. p,p-DDE was the analyte found in higher concentration (51.3 - 78.1 ng g™ of
lyophilized egg) in both regions studied. For the extraction of organochlorine pesticides
(p,p'-DDD, p,p'-DDE, 0,p'-DDT, 0,p'-DDD, o,p'-DDE, B-endosulphan and endosulphan
sulfate) and polychlorinated biphenyls - PCBs - (congeners 28, 52, 101, 118, 138, 153,
180) C. yacare eggs, except shell, were homogenized, lyophilized and was applied a
method solid-liquid extraction with low temperature partition (SLE-LTP) optimized and
validated. A gas chromatograph (GC) with electron capture detector (ECD) was used.
PCB 209 10 ng mL™" was used as internal standard and tetrabromobenzene (TBB) 10
ng mL" was used as surrogate. The optimization was based on a chemometric study
included a 2* factorial design with three replications of the central point to determine
the best conditions for the analysis of compounds of interest. Volume extracting solvent
(8-12 mL), vortexing time (1-5 min), centrifugation time at 2,500 rpm (5-15 min) and
time freezing (4-12 h) were the variables considered and tested at two levels, plus the
triplicate central point. The normalized recovery was used as a response to evaluation
of factors that influence the extraction method. The normalized responses were
submitted to the Student’s t-test to determine the significant factors and interactions
between factors were evaluated from the response surface. The optimized method
includes: extractor solvent 12 mL (acetonitrile: ethyl acetate - 6,5:1,5 v/v), 5 min of
vortexing time, 15 min centrifugation at 2,500 rpm and 12 hour freezing. To validate the
method, The chromatographic area of each analyte relative to the internal standard
chromatographic area vs. concentration were used to construct three analytical curves:
(1) analytical curve based on standard solution, (2) analytical curve based on matrix (3)
analytical curve based on extract. All points of each curve were submitted to Huber’s
test for exclusion of outliers and the linearity was evaluated by the coefficient of
determination (r?) and homoscedasticity. The instrumental detectability was evaluated
by analytical curve based on standard solutions (3.0 — 71.7 ng mL™" isooctane). The
analytical curve based on matrix (2.3 — 53.8 ng g” lyophilized egg) was used to
evaluate the matrix effect by comparing the residual variance between the analytical
curve based on standard solution and the based on matrix. The results showed that the
matrix components may affect the quantification of the analytes. The analytical curve
based on extract (2.3 — 53.8 ng g” lyophilized egg) was used to determine the
analytical parameters (accuracy, limit of detection, limit of quantitation, repeatability
and intermediate precision) of SLE-LTP method. The limit of detection (LOD) ranged
5.3ng g (o,p'-DDE) and 14.4 ng g (PCB 52), whereas the limit of quantitation (LOQ)
ranged from 10.0 ng g™ (o,p-DDE) and 35.8 ng g (PCB 52). The method showed a
relative recovery from 60% (o,p'-DDE) and 120% (o,p'-DDT), the relative standard
deviation (RSD) of less than 25% for all analytes. The Stockholm Convention
recommends the use of bird’s eggs as bioindicator for contamination background of
persistent organic pollutants. However, this study, unique in the Pantanal biome,
indicated that the use of the egg of C. yacare, reptile which has sex determined by nest
temperature, is promising as a bioindicator of OCPs and PCBs; it was detected present
a these compounds in samples collected in Pantanal.

Keywords: Caiman yacare, persistent organic pollutants, solid-liquid extraction with
low temperature partitioning, gas chromatography
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1 INTRODUGAO

Poluentes orgéanicos persistentes (POPs), tais como pesticidas
organoclorados (OCPs) e bifenilas policloradas (PCBs), sdo amplamente
distribuidos no ambiente. Neste trabalho mostramos a ocorréncia de OCPs e
PCBs em ovos de jacaré-do-Pantanal (Caiman yacare), coletados no Pantanal
mato-grossense, e apontamos 0 seu uso como um possivel bioindicador de

contaminagao de background.

Matrizes ambientais e biolégicas em geral sdo matrizes complexas e o
meétodo de extracdo dos compostos de interesse deve ser efetivo na eliminacao
de macromoléculas como lipidios, pois s&o incompativeis com analises
cromatograficas com detector por captura de elétrons (ECD) e podem produzir
efeito matriz. O desafio adicional € a remogao dos compostos interferentes
recuperando os analitos ndo-polares (POPs). Ovos de crocodilianos sao ricos
em lipidios pois essa energia concentrada € necessaria para o
desenvolvimento embrionario, durante a incubacdo, e para a estrutura da
membrana celular’. O uso de qualquer organismo como bioindicador de
contaminagdo ambiental requer o emprego de critérios ecoldégicos apurados,
além de cuidadosa avaliacdo da confiabilidade analitica do método de analise a

ser empregado.

Neste trabalho, um método de extragédo sélido-liquido com particdo em
baixa temperatura (ESL-PBT) foi proposto para determinar OCPs e PCBs no
conteudo total de ovos de Caiman yacare, exceto a casca, que foi previamente
homogeneizado e liofilizado. ESL-PBT € um método simples, de baixo custo,

que permite realizar a extragao e o clean-up em uma unica etapa.

O método foi otimizado por planejamento fatorial e a metodologia de
superficie de resposta empregada auxiliou a determinar as variaveis que
influenciam na eficiéncia do método de extracdo e clean-up. A otimizacao
univariada avalia os efeitos de resposta para cada fator/variavel
separadamente e cada nivel do fator analisado possui um tratamento de dados

diferente, onde o tratamento € um indicativo de resposta e efeito em cada
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experimentoz. Este método tem a desvantagem de despender um longo
periodo de tempo para avaliar o efeito de cada variavel e ndo € capaz de
prever as interagcdes que podem ocorrer entre as variaveis a serem analisadas.
Sendo assim, o planejamento fatorial e a metodologia de superficie de resposta
tém a vantagem de avaliar diversos fatores separadamente e suas interagoes,
indicando as condigdes mais importantes para a alcangar a resposta desejada.
Portanto, o uso do planejamento fatorial e da metodologia de superficie de
resposta tendem a fornecer uma ideia consideravelmente melhor do efeito

global das condigdes experimentais® * °.

A quimiometria mostrou ser
proeminente neste estudo ambiental, pois € uma ferramenta sem limitagdes
para otimizacdo de experimentos. Sem esta ferramenta nao teria sido possivel,
em um numero reduzido de experimentos, estabelecer quais variaveis sao
significativas e como estas podem interagir entre si. A etapa de otimizagao foi

publicada no periddico Microchemical Journal (Anexo A).

Além do uso de planejamento fatorial, foi proposto um protocolo analitico
e estatistico a partir da comparagao das variancias residuais de trés curvas

analiticas: (1) curva em solvente; (2) curva na matriz e (3) curva extraida.

A curva em solvente € uma curva analitica construida a partir das
respostas cromatograficas de solugdes padrao de OCPs e PCBs em doze
concentracdes entre 3,0 e 71,7 ng mL™" em isoctano para cada analito. A curva
na matriz foi construida a partir de extratos obtidos a partir de ovo liofilizado
que foi submetido ao método ESL-PBT otimizado e fortificados com solugdes
padrdao de OCPs e PCBs apds o processo de extragao, em doze concentragdes
entre 2,3 e 53,8 ng g~ de ovo liofilizado. O método de sobreposicdo na matriz
consiste na adicdo do padrao da substancia em diversas concentragdes na
matriz e construgdo da curva analitica relacionando as areas obtidas com as
concentracdes dos padrdes®, nesta tese esta curva analitica foi denominada
curva extraida e foi obtida nas mesmas condigdes que a curva na matriz,
porém com fortificagdes no ovo liofilizado duas horas antes do processo de

extracao pelo método ESL-PBT.
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A partir da avaliagdo estatistica foi possivel determinar que, neste
estudo, a matriz e o processo de extragdo influenciam significativamente na

precisao dos resultados e na resposta cromatografica.

A curva em solvente tem por objetivo fazer a avaliagao da resposta do
sistema cromatografico, sendo possivel determinar a detectabilidade
instrumental, representada pelos limites de detecgdo (LOD) e de quantificagao
(LOQ) instrumentais. O LOD é a menor concentragdo do analito que pode ser
detectada, mas nado necessariamente quantificada, pela técnica instrumental,
enquanto que o LOQ é a menor concentragdo que pode ser quantificada dentro
dos limites de precisdo e exatiddo do método® . Enquanto que a curva na
matriz € um recurso util para avaliacao de efeito matriz, o qual foi identificado

para todos os analitos neste trabalho.

Quando a extracao influencia na sensibilidade do método, determinada
pelo coeficiente angular da curva, a curva extraida deve ser utilizada para
calcular os parametros analiticos do método (linearidade, repetitividade,
precisao intermediaria, LOD e LOQ), pois a determinacgéo pela curva extraida é
mais robusta se comparado com métodos mais utilizados, tais como relagao

sinal-ruido do branco para a determinacao do limite de deteccéo.

Este trabalho é o primeiro registro de contaminagdo de POPs em
material de origem animal no Pantanal brasileiro baseando-se em uma busca
no sistema Scopus, sem restricdo de data de publicagdo, com os descritores:
Pantanal and Brazil; Pantanal and pesticide or POPs or PCB or

organochlorinated compounds.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O Pantanal

A planicie pantaneira abrange area brasileira, paraguaia e boliviana,
sendo delimitada a oeste pela Cordilheira dos Andes e a leste pelo Planalto
Central. Esta planicie sedimentar ainda esta ativa e sendo formada desde o
periodo Quaternario da Era Cenozdico®. No Brasil, esta situado nos Estados de
Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, com area de aproximadamente 150.000
km?, inserido na bacia hidrografica do Alto rio Paraguai ( AP ), ue por sua vez
esta inserida na bacia do Prata’. A parte brasileira do Pantanal representa
38,21% (aproximadamente 57.300 km?) da area total e compreende 16
municipios. Mato Grosso possui 35,36% da area brasileira, com participagéao de
sete municipios. Assim, o Pantanal inicia, ao Norte, no municipio de Caceres
(MT) e finaliza, ao Sul, no municipio de Porto Murtinho (MS)1°. A Figura 1
apresenta uma ilustragdo das sub-regides do Pantanal, nos estados de Mato

Grosso e Mato Grosso do Sul.



21

Figura 1 — Sub-regibes do Pantanal em territério brasileiro com destaque para as

regides que estdo inseridas neste trabalho
|
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Fonte: Silva; Abdon (1998)™.

As principais atividades econdmicas no Pantanal mato-grossense sao a
pecudria extensiva, a pesca, o turismo e a mineracdo'. A pecuaria’®, as
alteragdes no regime de inundagdes e as queimadas’ s3o as atividades que

mais contribuem para o desmatamento na planicie pantaneira.
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Estima-se que a biodiversidade do Pantanal €& composta por,
aproximadamente, 470 espécies de aves, 270 espécies de peixes, 120
especies de mamiferos, 180 espécies de répteis e 40 espécies de anfibios e

cerca de 1860 espécies formam a flora pantaneira“‘; 13,

O pulso de inundagéao continuo € o principal fator para a manutengao
desta biodiversidade e seus processos ecolégicos16. Nas ultimas duas décadas
o Pantanal se tornou uma grande area de refugio para espécies que estéo
criticamente ameacadas de extingdo no restante do Brasil, como por exemplo,
tuiuiu (Jabiru mycteria), arara azul (Anodorhynchus hyacinthinus), mutum de
penacho (Crax fasciolata)'’, veado pantaneiro (Blastocerus dichotomus) e

veado campeiro (Ozotocerus bezoarticus)'®.

Este trabalho, incluiu duas sub-regides localizadas no estado de Mato
Grosso, inseridas no denominado Pantanal-Norte: Poconé e Bardo de Melgaco,
em destaque na Figura 1. A sub-regido de Poconé agrega areas dos
municipios de Caceres, Poconé, Nossa Senhora do Livramento, Bardo de
Melgaco e Santo Antdnio do Leverger, enquanto que a sub-regido de Barao de
Melgago conta com areas dos municipios de ltiquira, Bardo de Melgago e
Santo Anténio do Leverger. Estas duas sub-regides contribuem com 10,21% e
7,8%, respectivamente, da area total do Pantanal brasileiro. Barao de Melgaco,
apesar de contribuir com menor area, contém 99,2% de sua area territorial
dentro do Pantanal, Poconé possui 80,3%'%. A coleta dos ovos de jacaré-do-
Pantanal (Caiman yacare) dependia de apoio de cooperativas locais de criagao
de jacaré, de fazendeiros e pantaneiros da regiao, estas foram as regides onde
este apoio foi obtido.

Os principais rios destas sub-regiées s&o o rio Paraguai e o rio Cuiaba™®.
A drenagem do Pantanal Norte se da principalmente pelo rio Paraguai, sendo o
rio Cuiaba um dos seus principais afluentes. A inundagao desta regiao ocorre
pela acdo da chuva, mas, principalmente, pela baixa declividade, formando um
mosaico de habitats (Figura 2), resultado da combinagao de diferentes tipos de
solo e do regime de inundacéo™®.



Fonte: Oliveira (2014)2"

Este mosaico é formado por diversos tipos de vegetacédo, sendo a mais
representativa o cerrado (36%), cerradao (22%), cerrado sensu stricto (14%) e
campo inundado (7%). Na regido de estudo deste trabalho, prevalece o
cerradao e o campo inundado (16,8% em Poconé, Figura 3) e cerrado (35,8%
em Bardo de Melgaco)', influenciando na distribuicdo dos ninhos de jacaré.
Pois, em geral, os crocodilianos desovam, preferencialmente, em mata ciliar
(bosque) e em campos inundados (savanas)®'. Sendo assim, as coletas em
Poconé foram realizadas em campo inundado (localmente denominado de

campao) e em Barao de Melgagco em cerrado, préximo a mata ciliar.
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Figura 3 — Area plana de campo inundado dominada por gramineas, no inicio do
periodo de seca, localizada em Poconé — Rodovia Transpantaneira

=

Fonte: autor

Estudos pluviométricos e de variagdo de cheias e vazantes no Rio
Paraguai, medidas desde 1900, demonstram diferentes cotas médias anuais
para o Rio Paraguai®®. Assim, a distribuicdo das chuvas durante o periodo
destes estudos variou alternadamente e influenciou diretamente na dinamica
do principal rio da planicie pantaneira. A inundacdo do Pantanal promove a
ligagdo de diferentes areas (rio e planicie, rio e lagoa, lagoa e planicie) e esta
conexao determina a transferéncia de matéria, nutrientes e animais entre os
compartimentos ligados. A transferéncia de matéria é influenciada também pela
profundidade da agua na planicie, pela dindmica espacgo/temporal e pela
extensdo do alagamento, alterando a oferta de alimentos e estocagem de agua
no Pantanal®.

O sistema de alagamento do Pantanal depende de dois fatores
preponderantes, chuva e inundacao oriunda de rios. O primeiro fator se torna
relevante quando o nivel fluviométrico dos rios atingem valores que nao

permitam o escoamento das aguas. Com o inicio das chuvas, o solo encharca
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e o nivel dos rios sobe alagando o pantanal, enquanto que no periodo de seca
a diminuigdo da precipitagdo pluviométrica e a diminuigdo do nivel dos rios
reduzem a profundidade de agua na planicie, ocasionando o escoamento e a

evapotranspiragao, formando pogas de agua isoladas?.

O processo de inundagdo e escoamento nao € uniforme em toda a
regiao do Pantanal, podendo ocorrer regides que serdao inundadas
primeiramente e serdo as ultimas a serem escoadas, ocasionando inundagdes
de baixa amplitude, porém de longa duragdo. Estas regides contribuem para
um maior contato dos animais com o ambiente aquatico por um maior periodo
de tempo. Devido a este processo, o Pantanal, mesmo em locais com pouca
atividade antropica, pode receber uma variedade de compostos organicos,

24; 25; 26

inclusive os chamados poluentes organicos persistentes - POPs através

dos rios que passam por diferentes cidades, que nao pertencem a este bioma.

2.2 POPs - Poluentes Organicos Persistentes

Em 2001, o Programa das Nagbes Unidas para o Meio Ambiente
(UNEP) selecionou um grupo de 12 compostos quimicos (ou classes de
compostos) para o mais importante monitoramento global de poluentes. Estes
compostos foram denominados de poluentes organicos persistentes (POPs)?’ e
possuem uma combinacao particular de propriedades fisicas e quimicas, tais
como coeficiente de partigdo octanol-agua e solubilidade, de tal modo que, uma
vez liberados para o ambiente, eles®® %%

e Permanecem inalterados durante longos periodos de tempo
(varios anos);

e Tornam-se amplamente distribuidos por todo ambiente como
resultado de processos naturais, envolvendo o solo, a agua e o
ar;

e Acumulam-se em tecidos adiposos dos organismos Vivos,
incluindo seres humanos;

e Sao encontrados em concentragdbes mais elevadas em niveis

mais elevados na cadeia alimentar e
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e Sao toxicos/interferentes endocrinos para seres humanos e

animais silvestres.

Em 2005, o Brasil tornou-se signatario da convengao de Estocolmo,
através do Decreto n° 5472, de 20 de junho de 2005, comprometendo-se a
proibir e/ou adotar as medidas juridicas e administrativas que fossem
necessarias para eliminar a producdo, a utilizagdo, a importacdo e a
exportacdo de poluentes orgénicos persistentes, bem como estimular e/ou
efetuar atividades de pesquisa, desenvolvimento, monitoramento dos poluentes

organicos persistentes™’.

Em 2009, nove compostos foram adicionados a lista original. No mesmo
ano, o Relatorio Regional da América Latina e Caribe sobre monitoramento dos
POPs®' destacou que nestas regides os dados sobre a presenga de POPs no
ambiente sado insuficientes. Também destacou que alguns dos dados
existentes, por falta de controle de qualidade, ndo poderiam ser considerados
no cenario global. A geracdo de dados para a ocorréncia de POPs e sua
dispersdo com alta confiabilidade analitica continua a ser uma questao critica
para a América Latina. Em 2011, houve mais uma inclusdo na lista, totalizando

22 compostos ou classe de compostos, descritos na Tabela 1.
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Tabela 1 — Lista dos POPs de acordo com a Convencgédo de Estocolmo

Isbmeros, homoélogos

Item Composto ou classe* Uso -
ou metabdlicos

1 Aldrin Pesticida Aldrin e isodrin

2 Dieldrin Pesticida

3 Endrin Pesticida

4 Clordano Pesticida o e Bisdmeros

5 Heptacloro Pesticida

6 HCB Pesticida e industrial

7 Mirex Pesticida

8 Toxafeno Pesticida Centenas de isbmeros
p,p’-DDT, o,p’-DDT,

9 DDT Pesticida p,p’-DDE, o,p’-DDE
p,p’-DDD, o,p’-DDD

10 PCB Industrial e subproduto 209 congéneres

11 PCDD Subproduto 75 congéneres

12 PCDF Subproduto 135 congéneres

13 Chlordecane (Kepone) Pesticida

14 Lindano Pesticida

15 o-HCH Pesticida e subproduto

16 B-HCH Pesticida e subprodutos

17 Hexabromobifenila Industrial 42 congéneres

18 Tetra e penta-BDE Industrial

19 Hexa e hepta-BDE Industrial

20 PFOS e seus sais Industrial Isbmeros de cadeia

PFOSF lateral
21 Pentaclorobenzeno Pesticida, industrial e
subproduto
22 Endosulfan Pesticida a e Bisomeros

sulfato de endosulfan

*abreviagbes de acordo com a lista de abreviaturas
Fonte: Convencéo de Estocolmo (2014)27

Pesticidas organoclorados (OCPs) e bifenilas policloradas (PCBs) séo
compostos nao polares, classificados como POPs de acordo com a Convencgao
de Estocolmo, sendo amplamente distribuidos e objetos de crescente atencéo

cientifica®?.

Para estudos de monitoramento global de POPs, a UNEP (Programa
das Nacdes Unidas para o Meio Ambiente) os caracterizou em “essenciais” ou
‘recomendados”. p,p’-DDD, p,p’-DDE e p,p’-DDT foram classificados como
“‘essenciais”, sendo o DDE considerado o metabdlito mais importante. Os
isdbmeros o0,p’-DDD, o,p’-DDE e o0,p-DDT foram classificados como
‘recomendados”. Para estudo de PCBs, o minimo deve ser de sete congéneres
(28/31, 52, 101/90, 118, 138, 153 e 180) que foram considerados “essenciais”
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para monitoramento de rotina em amostras de peixes ou produtos alimenticios
ao redor do mundo®. a—endosulfan, p-endosulfan e endosulfan sulfato néo
foram classificados pela UNEP, porém no Brasil sua comercializacdo foi
permitida até 31 de julho de 2013,

Neste trabalho, optou-se por estudar pesticidas organoclorados
(isbmeros do DDT e seus metabdlicos, a e f endosulfan e endosulfan sulfato) e
sete congéneres de PCBs (28, 52, 101, 118, 138, 153 e 180).

OCPs foram largamente utilizados durante a Il Guerra Mundial para o
controle da malaria e dengue e até a década de 1970 foram utilizados para
controle de insetos transmissores destas doencas®. No Brasil, além do
controle da malaria e dengue, o DDT foi utilizado para o controle de
leishmaniose visceral e comumente usado na agricultura como pesticida,
devido ao seu baixo custo e alta eficiéncia®®. No estado de Mato Grosso, apos
a proibicao do uso de DDT, o excesso deste pesticida foi estocado de maneira
irregular em area aberta da Fundagao Nacional de Saude, na cidade de Varzea
Grande (regidao metropolitana de Cuiaba), resultando na contaminagéo do solo

desta regigo®’.

O endosulfan tornou-se um importante agroquimico e agente de controle
de pragas, resultando na sua utilizacdo global (por exemplo: Unido Europeia,
América do Norte, Brasil, México e Canada) no controle uma grande variedade
de pragas de insetos®. Estima-se que o uso de endosulfan no Brasil foi de
23.000 toneladas entre 1958 e 2002°%°.

PCBs foram amplamente utilizados em uma grande variedade de
atividades e aplicagdes industriais e comerciais, incluindo oleo de
transformadores, 6leos hidraulicos, fluidos de transferéncia de calor e aditivos
plasticos, devido a sua alta estabilidade quimica, ndo sao inflamaveis,
apresentam ponto de ebulicdo elevado e propriedades de isolante elétrico*® 4.
Os congéneres 28, 52, 101, 118, 138, 153 e 180,dentre outros, eram os
congéneres mais abundantes do Aroclor®, o mix de PCBs mais comum e
conhecido que foi produzido entre 1930 e 1970*2. No Brasil, ndo existe registro
de producdao de PCBs, todos os produtos utilizados foram importados dos

Estados Unidos ou Alemanha. Em 1981, a producéo, importacdao e uso foram
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proibidos no Brasil, porém equipamentos que continham oleo isolante com
PCBs ja instalados continuaram em operagéo, tornando-se potencial fonte de
contaminagdo, até serem totalmente substituidos por produtos livres de
PCBs®.

OCPs e PCBs tém sido reportados em estudos ecoldgicos e de saude
humana como interferentes endocrinos, supressores do sistema imune,
cancerigenos e neurotdxicos** ** 4. Possivelmente, OCPs e PCBs podem
atuar no sistema enddécrino porque alguns receptores enddcrinos, em especial
os estrogénicos, sao receptores nucleares e particularmente pouco especificos,

sendo suscetiveis a ativagdo por uma variedade de xenoestrégenos®’.

O p,p’-DDE, por exemplo, é considerado um antagonista de receptores
androgénicos, inibindo a ligagdo de andrégenos, tais como DHT([3H]-5 a-
dihidroxitestosterona), aos receptores androgénicos de ratos machos
influenciando em seu desenvolvimento®®. Metabdlitos hidroxilados de PCBs
podem inibir a agao de sulfotransferases necessarias para o metabolismo de

estradiol, aumentando assim a biodisponibilidade do 17—[3—estradio|49.

OCPs e PCBs possuem baixa hidrossolubilidade (solubilidade entre 1,2
e 5,5 ug/L a 25 °C) e alta lipossolubilidade (logKow entre 4,62 e 9,64)*¢. Quando
estes compostos estdo no ambiente e ndo foram absorvidos por plantas, micro-
organismos ou animais, geralmente, estdo presentes em agua, que,
geralmente, possui um pH7+2 e baixa concentragdo de reagentes nucledfilos e
eletrofilos. Nestas condicbes, as reagdes de deslocamento bimolecular e
eliminacdo bimolecular ndo s3o observadas®. Reacdes de ionizacdo s&o
favorecidas em agua devido a sua capacidade de solvatacdo de ions e alta
constante dielétrica que estabilizam ions intermediarios. Portanto, reagdes de
deslocamento monomolecular ou eliminagdo monomolecular sdo mais
frequentes em condi¢gdes ambientais®. Considerando estas reacdes, propomos
as equacgoes para o DDT em reagdes de deslocamento (Figura 4) e eliminagao
(Figura 5). De fato, Bailey®® indica degradacdo de DDT a DDE e a maior

persisténcia do DDE.
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Figura 4 — Exemplo de reagéo de deslocamento mono e bimolecular para o p,p’-DDT
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Figura 5 — Exemplo de reagao de eliminacdo mono e bimolecular para o p,p’-DDT
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A reacgao de eliminacéo de cloro do DDT em solugédo aquosa e pH neutro
produz o DDE, com proposta de mecanismo demonstrado na Figura 6, que &
mais estavel por possuir orbital sp? no carbono alifatico terciario,
consequentemente mais resistente a degradacéo. As reagdes de deslocamento
ou eliminagdo monomolecular em orbital sp? (mais eletronegativos que os sp®)
nao sao observadas por ndo poder estabilizar uma carga positiva e ndo poder

formar um carbocation intermediario necessario™
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Figura 6 — Proposta de mecanismo de reagdo da degradacéo do p,p’-DDT em p,p’-
DDE em agua no ambiente
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Devido a alta lipossolubilidade e por estar presente na forma molecular,
estes compostos apresentam capacidade de bioacumulacédo no tecido adiposo
de organismos ou em tecidos com alto teor de lipidios de vegetais, favorecendo

a biomagnificacdo na cadeia trofica®’.

Considerando-se a distribuicdo ubiqua dos POPs, estes compostos tem

51 %2 o sedimentos®® °% %4

sido encontrados em agua de rio na regiao do
Pantanal. Possavatz e colaboradores® detectaram a-endosulfan e endosulfan
sulfato em concentragdes entre 5,7 e 79,3 ug kg em sedimento de fundo no
rio Cuiaba. Maraschim® detectou p,p-DDT em concentracdes de 0,10 e 0,24
ng L™ e dieldrin (abaixo do limite de quantificacdo) em rios desta regido, dentre
eles o rio Cuiaba. Cunha®’ detectou p,p’-DDT (em 54% das amostras), p,p’-

DDE (em 35% das amostras) e (B-endosulfan (em 22,7% das amostras) em
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sedimentos dos mesmos rios estudados por Maraschim. Vieira e
colaboradores?® destacam diversos trabalhos que foram realizados no Pantanal
Sul, os quais relatam a ocorréncia de pesticidas organoclorados em rios
formadores do Pantanal. Os principais resultados apresentados pelos autores
sdo niveis de ciclodienos (grupo quimico do dieldrin, endosulfan, endrin e
heptacloro) que variaram entre 0,21 e 4,5 mg kg™ (base seca) para sedimentos
do Rio Taquari. Laabs e colaboradores® detectaram 19 pesticidas
(principalmente organoclorados) e 3 metabdlitos (p,p’-DDE, endosulfan sulfato,
dietilatrazina) em amostras de agua e sedimento no rio Cuiaba, no rio Mutum,

na lagoa Sia Mariana e em agua de chuva na regido de Bardo de Melgaco.

O monitoramento ambiental (quali e/ou quantitativo) destes compostos
pode ser realizado utilizando a determinacdo da dose corpdrea dos mesmos
em organismos, denominados bioindicadores®®. A escolha do bioindicador deve
ser coerente com 0s objetivos da pesquisa, preencher a lacuna entre as agdes
necessarias e sustentabilidade, gerar resultados de facil interpretacédo e
depende das informacdes especificas do ambiente de estudo e das
caracteristicas ecoldgicas das espécies que estdo presentes no local®® . A
escolha de uma espécie como bioindicador deve levar em conta sua ocorréncia
(endémica ou migratéria), alimentacdo, habitos, nivel da cadeia alimentar,
facilidade de coleta e influéncia das estacdes climaticas®® °°. O uso de ovos de
aves silvestres como bioindicador de background de POPs é recomendado
pela UNEP®. Ovos de outros animais silvestres como bioindicadores de POPs
também tem sido reportado na literatura, na Tabela 2 estdo sumarizados
alguns dos estudos encontrados. O estudo com ovos também tem sido
correlacionados com a possibilidade de transferéncia materna de POPs em

aves®™ ®  tartarugas®®

e crocodilianos®®, com possibilidade de
bioacumulacao e diminuicdo da taxa de eclosao dos ovos em fémeas de jacaré
expostas a interferentes enddcrinos®. Além disso, répteis tém sido usados

como bioindicadores de contaminantes ambientais®®.
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Tabela 2 — Sumario de artigos encontrados na literatura incluindo a determinacdo de POPs em ovos de diversas espécies

silvestres.
Ref. Animal / local Analitos* Extragdol/clean up Andlise*

63 Ean%aor:ga-glgante (LEmTRBIENE SREreE) ) B Eews PCBs, OCPs e PCBDEs Fluido pressurizado/alumina CG/ECD e CG/MS

67 Tartaruga marinha (Caretta caretta) / Estados Unidos PCBs Soxhlet/ florisil CG/ECD e CG/MS

68 Tartaruga marinha (Caretta caretta) / Estados Unidos PCBs e OCPs Fluido pressurizadof/florisil CG/ECD

69  Tartaruga-verde (Chelonia mydas) / Malasia PCBs, OCPs e PBDEs ~ Solvente pressurizado e temperatura = 019

) elevada/cromatografia em gel e florisil

70 Gaivota (Pagophila ebtrnea) | Arquipélago Artico PCBs, OCPs, PBDEs SoI_ld_o-I|qU|do/cromatograf|a em gel e CG/MS
canadense florisil

71 Ave marinha (Stercorarius skua) | Escocia PCBs Micro-extragcao em fase solida/florisil CG/ECD

72 Galv,ota-de-p’at_a-amarela (Larus michahellis) / PFOS Sopc_io-hqmd_o/carvao ativado e acido UPLC-MS/MS
Peninsula Ibérica acético glacial
Duas espécies de estorninho (Sturnus vulgaris e

73 Sturnus unicolor) | América do Norte, Europa e gg’gss PBDEs, HCHs e Soxhlet/silica acidificada CG/MS
Australia

7 QUEIND SHpREiEs ol GRveiR @ Cone (Cous 0ih) ! pre kg Sélido-liquido/4cido sulfdrico CG/ECD
Karelia (Russia)

75 Duas espécies de gaivotas (Larus michahellis e Larus  PCDDs, PBDEs, PCBs, Sdlido-liquido ou Soxhlet/filtro de UPLC-MS/MS,
audouinii) | Espanha OCPs, PFCs PTFE CG/MS

76 Quatro espécies de gaivotas (Laridae) / Canada PBDEs Solido-liquido GC/MS

77 14 espécies de passaros / Espanha PBDEs ;;Srt:?noapressunzado/SPE com CG/MS

78 Jacare_do papo-amarelo (Caiman latirostris) / OCPs e PCBS Sol_ld_o-llqwdo/ SPE com alumina e CG/ECD
Argentina florisil

79 Jacare_do papo amarelo (Caiman latirostris) / PCBs e OCPs Sol'ld_o-llqwdo/ SPE com alumina e CG/ECD
Argentina florisil

80 Crocodilo do Nilo (Crocodylus niloticus) / Mogambique  OCPs, PCBs, PBDEs Liquido-liquido/acido sulfurico CG/MS

81 Crocodilo Morelet (Crocodylus moreletii) | Belize OCPs Cromatografia de permeacgéo em gel CG/ECD

82  Jacaré americano (Alligator mississipiensis PCBs Soxhlet/florisil CG/ECD

*Abreviagdes de acordo com a lista de abreviagbes
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Sendo assim, considerando que o jacaré-do-Pantanal (Caiman yacare) é
uma espécie abundante na regido do Pantanal, topo de cadeia alimentar, com
postura anual bem delimitada, o uso de ovos desta espécie para estudo de

ocorréncia de POPs na regiao do Pantanal se torna uma possibilidade viavel.

O ovo de jacaré pode ser considerado como uma matriz complexa,
sendo composta principalmente por lipidios e proteinas. Analises por
Cromatografia Gasosa (CG) requerem preparagdo das amostras com o intuito
de separar os interferentes, tais como a gordura, e concentrar os analitos de
interesse. Amostras ricas em lipidios podem influenciar na escolha dos
meétodos de clean-up e de extracdo e, assim, nos resultados analiticos.
Comparando o mesmo método com diferentes matrizes, van der Hoff e
colaboradores®® demonstraram que para a determinacdo de pesticidas
organoclorados em diferentes amostras gordurosas utilizando um mesmo
meétodo de clean-up e extragdo gera resultados distintos. Por exemplo,
segundo os autores, amostras de gordura de porco resultaram em limites de
deteccdo (LOD) entre 10 e 50 pg kg™ de gordura para niveis de fortificacdo
entre 190 e 510 pg kg™ de gordura, enquanto que amostras de racéo de coelho
resultaram em LOD entre 0,1 e 0,6 ug kg™ para niveis de fortificacdo entre 1 e

6 ug kg™ de gordura aplicando os mesmos métodos de clean-up e de extrago.

Os principais métodos de extracdo para determinacdo de OCPs e
PCBs em matrizes ambientais sdo Soxhlet convencional ou automatizado,
extragao por fluido supercritico, cromatografia em coluna, ultrassom assistido,
por micro-ondas assistido, liquido pressurizado e extracdo em fase sélida®.
Enquanto que o uso de acido sulfurico, alumina, silica, florisil e cromatografia
de permeacédo em gel sdo os métodos de clean-up mais utilizados®. Porém,
em geral, estes métodos apresentam um alto custo de solventes organicos

e/ou envolve varias etapas de preparagao.

A extragdo soélido-liquido com particio em baixa temperatura (ESL-
PBT) é um método simples e de baixo-custo, permitindo em uma unica etapa a
extracdo e o clean-up. O uso da ESL-PBT tem sido reportado para a extragao
de piretroides e organofosforados em alimentos frescos ou processados® 8.

No entanto, sua aplicacido para a extracdo de POPs em amostras com alto teor
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lipidico ainda ndo havia sido reportado. Outra vantagem no uso de baixa
temperatura no processo de extracdo € ue OCPs, como o p,p’-DDT, podem
degradar na extragao sélido-liquido com o aumento de temperatura®”. A Tabela
3 sumariza as principais aplicagbes do método de extragdo sdlido-liquido ou

liquido-liquido com particdo em baixa temperatura.



Tabela 3 — Sumario da aplicacado de extragdo liquido-liquido ou sélido-liquido com particdo em baixa temperatura

36

Ref. Matriz Analitos Analise* Limite.s_ (detf*cféd Recueeragéo
quantificagao) (%)
. Piretroides (A-cialotrina, permetrina, cipermetrina, LOD 1,1 a 3,2 ug L
88 A,\gua deltametrina) ceiEay LOQ2,7a9,5ug L™ A
Oleo de soja, 4
89 de amendoim 14 pesticidas organofosforados GC/PFD LOD 2a5 g kg 1 58 a 106
) LOQ 7 a 18 ug kg
e de gergelim
90 Leite Piretréides (cipermetrina, deltametrina) GC/ECD LOQ 0,75 ug L™ 84 a 93
91 Peixe 02 piretroides e 19 pesticidas organoclorados GC/MS LOD 0,5 a 20 pg kg™ 81,3a113,7
- . : LOD5a10 ug L
92 Agua Carbamatos (aldicarb, carbofuran e carbaril) LC-UV LOQ 17 a 33 g L 1 90 a 96
, T , . . LOD 0,082e 0,11 pug g’
93 Manteiga Piretréides (cipermetrina, deltametrina) GC/ECD LO0Q 0286032 ug g 90
Organofosforados (clorpirifos, cialotrina) LOD 0,004 ug g™
o Teukl Piretréides (cipermetrina, deltametrina) CiL=a LOQ 0,0125 ug g'1 R
Organofosforados (clorpirifés, cialotrina) LOD 0,016 ug g
94 Mel Piretréides (cipermetrina, deltametrina) GC/ECD LOQ 0,032 g g-1 85
Organofosforados (clorpirifds, cialotrina) A
o il Piretréides (cipermetrina, deltametrina) CiL=a Oy el 26": Mg kg S| B
Urina Benzodiazepinos (diazepam, bromazepam, LOD1a5puglL
95 humana clonazepam, lorazepam) LC/MS LOQ 3,3a 17 ug L'11 72421004
Musculo : . - LC-MS e LOD 0,5 a 1 yg kg’
9% | vino Avermectina e milbemicim LC-FLD LOQ1e2ugg" 88,9 a 100,7

*Abreviagdes de acordo com a lista de abreviagdes.
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2.3 Jacaré-do-Pantanal

O jacaré-do-Pantanal (Figura 7) € um crocodiliano que pertence a ordem
Crocodylia, familia Alligatoridae. Esta familia contém quatro géneros Alligator,
Caiman, Melanosuchus e Paleosuchus®’. A Caiman crocodilos yacare € a

especie que ocorre, principalmente, no Pantanal.

Figura 7 — Jacaré-do-Pantanal
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Fonte: autor

Este crocodiliano é generalista, ou seja, sua alimentagdo é variada,
dependendo da disponibilidade e facilidade de captura. No Pantanal, a dieta do
jacaré depende da dinamica hidrica, sendo que peixes e insetos sao os

principais itens consumidos pelo jacaré—do—PantanaI%.

Estudos de zoologia do Caiman yacare estdo em desenvolvimento,
sendo uma espécie com muitos aspectos ainda desconhecidos, como por
exemplo, um estudo detalhado do desenvolvimento embrionario desta espécie,
sistema de reproducao em cativeiro, comportamento ecolégico e determinagao
de niveis de POPs. Na base Scopus, uma busca realizada em 08 de maio de
2014, por “Caiman crocodilus yacare”, “Caiman yacare” ou “Caiman c. yacare”
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resultou em 25 trabalhos sendo alguns deles sobre: proteinas séricas® '%;

contagem populacional, conservacéo e gestdo'® 1% 192 diferentes analises da

carne do jacaré'® '%: marcadores seletivos de estresse oxidativo'®; presenca

de mercurio em jacaré capturados em quatro regides diferentes do Pantanal'%;

relacdes de tamanho e idade desta espécie'”’; presenca de parasitas'®® '%;

processamento da carne'® """ 112 analises microbiologicas de carne? e

aspectos morfoldgicos e citoquimicos dos glébulos sanguineos ™' 115 11,

Em contraponto, a espécie Caiman latirostris (jacaré do papo-amarelo)
possui estudos mais amplos sobre o sistema de criacdo e reprodugao’” "¢
fertilidade"®; termo-regulacdo, comportamento ecoldégico-comportamental’® e
outros. Esta espécie possui ampla distribuicdo geografica, no Brasil, ocorre
naturalmente na Bacia do rio Sdo Francisco e do rio Parana''. As principais
diferencas entre as duas espécie sao formato do focinho (C. /atirostris possui
um focinho mais largo), numero de escudos nucais (C. /atirostris possui trés e
C. yacare possui quatro), o ciclo reprodutivo do C. Latirostris € variavel, com
postura entre janeiro e junho, dependendo da regido em que vive e nao
havendo forte influencia da temperatura e do nivel da agua durante as chuvas
quanto o ciclo reprodutivo do C. yacare’?. Algumas caracteristicas da espécie

C. yacare estao apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 — Caracteristicas gerais do jacaré-do-Pantanal

Caracteristica

Descrig¢ao

Tipo de ninho

Média do tamanho do ninho
Periodo de postura

Periodo de incubagao

Ovos por ninho (média)
Comprimento médio do ovo
Largura média do ovo

Peso médio do ovo
Temperatura interna do ninho
Distingao visual externa entre
macho e fémea

Maturidade sexual

‘em monte’ utilizando galhos e folhas
secas

150 x 40 cm

Janeiro e Fevereiro

70 dias

15 a 40 (25)

6,8 cm

4,2 cm

75,39

25a32°C

Nao ha

Machos acima de 90 cm e fémeas acima
de 80 cm (equivalente até dez anos de
idade)

Fonte: Campos et al (2014)°"; Coutinho et al (2005)'“*; Ferguson (1985)';

Campos (2003)'%*



39

Devido a auséncia de cromossomos sexuais, 0 sexo dos filhotes de
jacaré-do-Pantanal, assim como de todos os crocodilianos, € determinado pela
temperatura de incubacdo no ninho'®. A temperatura do ninho depende do
local de postura e é afetada pelo nivel de insolagcdo, pelas chuvas, pela
temperatura do ambiente e pelo calor produzido pela decomposigao do material
do ninho. Também afeta a probabilidade de sobrevivéncia dos embrides,
acelerando o seu desenvolvimento e diminuindo o tempo em que os ovos estdo

vulneraveis a inundagdo e a predagao'?4'%°

Para o jacaré-do-Pantanal,
temperaturas menores que 30 °C geram 100% de filhotes fémeas,
temperaturas entre 30,5 e 31,5 °C geram aproximadamente 10% machos e

temperaturas acima de 31,5 °C geram de 80 a 100% de filhotes machos'?*.

Por demonstrar dependéncia da temperatura para determinacdo do
sexo, 0s crocodilianos sdo mais susceptiveis a acdo de interferentes
enddocrinos em comparagao as espeécies que nao dependem da temperatura
por possuir genétipo de determinacgéo sexual'?. Esta susceptibilidade pode
estar relacionada com a agado de substancias estrogénicas ou androgénicas
durante o desenvolvimento das gbénadas destes répteis no periodo de
incubagdo'®, em especial até os 40 dias de incubacdo quando ainda pode
haver reversdo sexual nesta espéciem. Conforme citado anteriormente,
receptores estrogénicos séo do tipo nuclear pouco seletivo. A Figura 8 ilustra a
interacdo entre interferentes endocrinos e os receptores nucleares em
crocodilianos'®. Note que n&do ha interacdo entre os interferentes enddcrinos

com receptores da circulacéo e do citosol ™.
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Figura 8 - Interacdo de interferentes enddcrinos e receptores nucleares em
crocodilianos

SBP: Proteina de ligacdo de hormdnios sexuais; CBP: proteina de ligagédo do citosol;
ECDs: interferentes endécrinos; Gn: gonotropinas.
Fonte: Guillette (2000)'?°

Um estudo realizado com jacaré-americano (Alligator mississippiensis)131
demonstrou alteragdes nas gdénadas de filhotes, cujos ovos foram expostos a
p,p’-DDE durante a incubacéo. Neste estudo, ovos de jacaré-americano foram

expostos ao p,p’-DDE e estrogenos (como grupo controle positivo) em
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temperaturas controladas para a geragdo de machos (acima de 31,5 °C). De
acordo com os autores, o p,p’-DDE, em concentragdes entre 0,0001 e 100 ng
g" de ovo, foi capaz de influenciar na diferenciacdo das génadas, porém nao
alterou, significativamente, as fungbes das gbnadas e caracteristicas sexuais
primarias. O mais importante neste estudo foi terem demonstrado a
sensibilidade das génadas deste crocodiliano a baixas concentra¢gées de um
interferente enddcrino de alta persisténcia. A Tabela 5 relaciona outros estudos

realizados com interferentes endocrinos e A. mississippiensis.

Tabela 5 — Sumario de estudos realizados com jacaré-americano e

diversos interferentes endocrinos

Ref Principais resultados

132; Relaciona agao estrogénica (anti-androgénico) dos compostos p,p’-DDD,

133 p,p’-DDE, o,p’-DDE em machos e antiestrogénica em fémeas

132 Relaciona a agdo de indutor enzimatico (P450 aromatase) da atrazina

134; Demonstram possiveis intera¢gdes do DDT, dieldrin, alachlor com receptores

135 estrogénicos e de progesterona

130 Interacdo de POPs com proteinas do citosol n&o foi detectada.

136 Fémeas jovens na regido da Florida — lago Apopka - (niveis elevados de
POPs) apresentaram foliculos policisticos nos ovarios

132 Diminuicdo da atividade da enzima aromatase gonadal em fémeas da
regido da Florida

136; Diminuicao da concentragdo de testosterona, na organizagéo dos tubulos

137 seminiferos e no tamanho do pénis em machos jovens na regido da Flérida

138 Queda na producdo de 17-B-estradiol em fémeas jovens e aumento em
machos jovens na regido da Florida

139 Diminui¢cdo na viabilidade dos ninhos com queda na taxa de ecloséo de

140 ovos no lago Apopka.

Diversos estudos foram realizados com o jacaré-americano do lago
Apopka, pois este lago, segundo maior lago da Flérida (EUA) com
aproximadamente 12.500 ha, foi muito conhecido pelo esporte de pesca na
década de 1970. Porém, o desenvolvimento da agricultura, industrial e urbano
ao redor do lago contribuiram para a degradacao da qualidade da agua e do
habitat silvestre. A partir da década de 1980, notaram o declinio da populagao
de jacaré-americano, do esporte de pesca, culminando no final da década de
1990 na ocorréncia de mortalidade de 676 aves (principalmente
pelicanos)'"'*?, Estes eventos foram atribuidos a toxicidade de pesticidas e
resultou em anos de pesquisas e remediacdo para garantir o futuro da vida

silvestre no local.
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Diante do exposto, nota-se que poluentes organicos persistentes tém
sido relatados em ovos de animais silvestres e que podem influenciar na
dindmica da vida silvestre por serem bioacumulativos e atuarem nos receptores
estrogénicos, exibindo ag¢ao de interferente enddcrino, em especial nos
crocodilianos. Assim, o C. yacare, espécie pouco estudada atualmente, se
torna uma alternativa de bioindicador para monitoramento de contaminagao de

background de POPs no bioma Pantanal.
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3 OBJETIVOS

Esta tese teve como objetivo geral contribuir para a avaliagdo de ovos de
jacaré como bioindicador da contaminagcdo do Pantanal mato-grossense por

poluentes organicos persistentes (POPs).
Como objetivos especificos destacam-se:

= Estabelecer e validar método para determinacdo de POPs em ovos
de jacaré-do-Pantanal (Caiman yacare);
=>» Avaliar a presenca de POPs em ovos de jacaré coletados em duas

regides do Pantanal Norte, em duas épocas de coleta.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta dos ovos e determinagao do teor de gordura

A coleta dos ovos foi autorizada pelo SISBIO (Sistema de Autorizagao e

Informagao em Biodiversidade), processo n° 27347-2 (Anexo B).

Em janeiro e fevereiro de 2012 e 2013, foram coletados ovos de jacaré-
do-Pantanal, no Pantanal norte (Figura 9), no municipio de Poconé (MT), na
fazenda Piuval (Figura 10), situada a aproximadamente 12 km desta cidade
pela Rodovia Transpantaneira; e em Bardo de Melgaco (MT), a margem do Rio
Cuiaba, localizado a aproximadamente 25 km da cidade e a 1 km de uma vila
de pescadores (Figura 11). No total foram coletados ovos de nove ninhos na
regido de Poconé e de seis ninhos na regido de Bardo de Melgaco (Tabela 6).
Todos os ovos de cada ninho foram coletados devido a predagdo por animais
silvestres que existe apds a coleta’. A média foi de 26 ovos/ninho (variando
no intervalo de 18 — 32). Devido a dificuldade de se estabelecer o dia de
postura, os ovos foram coletados em diferentes periodos de incubacao, sendo
que ovos de sete ninhos estavam invalidos devido ao processo natural de
inundacao.

Tabela 6 — Localizagdo geografica dos ninhos encontrado em Poconé e
Bardao de Melgaco e numero de ovos coletados em 2012 e 2013

Municipio Data Localizacao do ninho numero de ovos /
ninho
16°22'23"S 56°37'18"O 26
16/01/2012  16°22'22"S 56°37'40"O 18
16°22'46"S 56°37'42"0 28
16°20'16"S 55°56'36"0 25
Poconé 16°20'23"S 55°56'27"0 26
16°20'07"S 56°35'55"0 27
08/02/2013 16°17'51"S 56°34'43"0 24
16°22'25"S 56°37'00"O 32
16°20'08"S 56°35'52"0 20
10/02/2012  16°20'38"S 55°57'9"0 gf
Barao de 16°20°52”S 55°56°17”0 23
Melgacgo 16°20'58”S 55°56’30”0 30
06/02/2013 16°21°06”S 55°56’32”0 25

16°21°05”S 55°566°23”0 28
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Figura 9 — Localizagao aproximada dos municipios de Poconé (1) e Barao de Melgago
2) no Estado de Mato Grosso
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Figura 10 — Regi&o de coleta na Fazenda Piuval (Poconé, MT): localizagéo dos ninhos
amostrados em janeiro/2012 e 2013
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Figura 11 — Regi&o de coleta em Barao de Melgago, margens do Rio Cuiaba, ponto de
coleta de 10/02/2012
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Para a coleta dos ovos no ninho segue-se um procedimento padréo
(esquematizado na Figura 12), visando a seguranga dos pesquisadores e evitar
agressao a fémea. Entado, ao localizar o ninho, caracterizado por ser um monte
de galhos e folhas secas e organizadas, os pesquisadores procuram pela
fémea e se aproximam do ninho com cuidado, porém nao é feito siléncio, com
intuito de que a fémea se manifeste, caso ndo tenha sido localizada
anteriormente. Quando ocorre manifestacdo da fémea ou a mesma é
localizada, com um lago em mastro, a fémea € imobilizada e logo em seguida a
coleta é solta em seu habitat. Durante a coleta, os ovos foram acondicionados
em caixa térmica e posteriormente, no laboratério do IFMT-Caceres,
congelados a —18 °C até realizagdo da analise. Em Caceres (MT), um ovo de
cada ninho foi descongelado, em temperatura ambiente, para determinagao do
teor total de lipidios. Os ovos foram misturados, homogeneizados e secos a
aproximadamente 40 °C em estufa de ar circulante, durante 24 horas, para
posterior determinacdo do teor de lipidios totais por extracdo com éter de
petréleo e gravimetria, de acordo com o método 960 AOAC'*®. Acondicionados
em caixa térmica, os ovos congelados foram transportado por via area até o

Instituto de Quimica — Unesp Araraquara para a realizagéo da etapa analitica.
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Figura 12 — Procedimento de coleta dos ovos de jacaré-do-Pantanal, em Mato Grosso
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4.2 Reagentes

Padrbes analiticos (pureza entre 95 e 97%) dos analitos o,p'-DDE (CAS
n°. 3424-82-6), p,p'-DDE (CAS n°. 72-55-9), o,p'-DDD (CAS n°. 53-19-0), p,p'-
DDD (CAS n°. 72-54-8), 0,p'-DDT (CAS n°. 789-02-6), p,p'-DDT (CAS n° 50-29-
3), a-endosulfan (CAS n°. 959-98-8), B-endosulfan (CAS n°. 33213-65-9) e
endosulfan sulfato (CAS n°.1031-07-8), bem como uma solugdo padrdo de
PCBs, a 10 ng uL™ em ciclohexano, incluindo os congéneres 28 (CAS n°. 7012-
37-5), 52 (CAS n°. 35693-99-3), 101 (CAS n°. 37680-73-2), 118 (CAS n°.
31508-00-6), 138 (CAS n°. 35065-28-2), 153 (CAS n°. 35065-27-1) e 180 (CAS
n°. 35065-29-3), além da solugdo do padréo interno PCB 209 (CAS n°. 2051-
24-3) a 10 ng pL' em ciclohexano, foram adquiridos pela empresa Dr.
Ehrenstorfer GBd(Alemanha). O surrogate 1,2,4,5-tetrabromobenzeno — TBB
(97,0 %, CAS n°. 636-28-2) foi obtido da Sigma—Aldrich (EUA).Os solventes
acetonitrila (J.T. Baker, EUA), acetato de etila e isoctano (Mallinckrodt
Chemicals, EUA) grau HPLC e o sulfato de sédio anidro(Synth, Brasil) de grau

analitico foram usados como recebidos.

Solugdes estoque foram preparadas separadamente em isoctano para
cada analito em concentragdo entre 20 e 80 g mL™. Solucdo de trabalho
contendo todos os analitos foi preparada a 500 ng mL™" a partir da solugao
estoque e, a partir desta, foram preparadas todas as demais solu¢des padrao

de trabalho. Todas as solugdes foram armazenadas a — 18 °C.

4.3 Condigdes cromatograficas

As condigdes cromatograficas utilizadas para separagao dos analitos
foram baseadas nas ja empregadas neste grupo de pesquisa em estudos sobra

a ocorréncia de POPs no ar (dados nao publicados), e estdo na Tabela 7.
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Tabela 7 — Condi¢gbes cromatograficas para separagcao dos analitos

Equipamento Varian 450 GC-ECD
ZB-5ms (Phenomenex, EUA) 30 m x 0,25

Coluna mm x 0,25 ym com pré-coluna de 10 m x
0,25 mm

Vazao do gas de arraste (N,) 0,7 mL/min

Vazao do gas auxiliar, N, (make up) 29 mL/min

Temperatura do injetor 240 °C

Temperatura do detector 300 °C

Volume de injegao 1 uL (injetor automatico)

Splitless/Split com tempo de purga de 0,5

modo de inser¢cao da amostra min e raz&o split de 20:80

160 °C/1min E&min 544 oC/2min %8°C/min

Gradiente de aquecimento da coluna 220 °C/1min 12mn 590 °G/10 min

4.4 Avaliagao da resposta cromatografica

Neste trabalho, foram utilizadas curvas analiticas dos analitos
dissolvidos em solvente isoctano, denominada curva em solvente, para
determinacdo da linearidade, homocedasticidade e os limites de deteccéo
(LOD) e de quantificagdo (LOQ) instrumental. A curva em solvente foi
construida com solugdes em doze concentracdes entre 3,0 e 71,1 ng mL'em
isoctano para cada analito, que foram injetadas em triplicata. O PCB 209 a 10
ng mL™ foi utilizado como padrao interno para correcao de erros inerentes ao
processo cromatografico. TBB (tetrabromobenzeno) a 10 ng mL™ foi utilizado
como padrao de recuperagao (surrogate) para avaliagao de erros inerentes ao

processo de extracao.

O teste de Huber foi usado para exclusdo de valores extremos devido a

sua robustez estimada™* 145

e ajuste linear. Diferentemente do teste de Grubbs
que utiliza a média, que pode ser influenciada por valores extremos, em seus
calculos para exclusao de valores anémalos, o teste de Huber usa a mediana,
os residuos e a mediana absoluta dos residuos (MAD) para calcular os limites

superior e inferior do intervalo linear do conjunto de dados (Eq. 1 e 2).
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MAD = mediana[|x; — mediana,;|] (Eq. 1)
IC = mediana,; + 2. MAD (Eq. 2)

onde, x; € a concentragao/area cromatografica para todas as replicatas,
mediana,, € a mediana para todos os valores de x; e IC é o intervalo de

confianga entre os limites superior e inferior.

Os valores fora do intervalo sdo considerados outliers e deverao ser
excluidos da construgdo da curva analitica. Apds a exclusdo dos valores
andbmalos, a curva analitica pode ser construida. O LOD e o LOQ foram
calculados conforme proposto por Ribeiro e colaboradores’. A linearidade foi
avaliada pela homocedasticidade e coeficiente de determinagdo. O LOD e LOQ

foram calculados utilizando as equacgdes 3 e 4, respectivamente.

LOD =2.(sy.t/a). [\/(1/N) +14+ e =9/ (@23 (x; — f)Z)l (Eq. 3)

LOQ = (yn — ap/ay) + (sy.t/ay). [\/ (1/N) + 14 (v — /(a2 X (x; — f)Z)] (Eq.4)

onde, s, & o desvio padrdo residual do sinal analitico (y;), t € o t de Student
(para um nivel de significancia de 5 % e n - 2 graus de liberdade), ap e a; séo,
respectivamente, os coeficientes linear e angular, N € o numero total de
amostras, y foi determinado pela relacdo da area cromatografica do
analitos/area cromatografica do padrao interno, ¥ € a media do valor de y para
todas as amostras, y. (y critico) é o intercepto do limite superior no intervalo de
confianga da curva analitica, x € a media dos valores de concentragao (x;) para
todas as amostras e y, € o valor de ya partir da projecdo do valor da
concentracéo (x) (até o ponto onde a, intercepta a regressao linear) no limite
superior do intervalo de confianga da curva analitica. A figura13 demonstra

graficamente como é determinado o LOQ e o LOD.
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Figura 13 — Demonstracao grafica para a determinacéo de LOD (A) e LOQ (B) a partir
da curva analitica
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Fonte: RIBEIRO et al (2008)"

Para cada curva foram avaliados os ajuste linear e ajuste quadratico,
também foram determinados os coeficientes de determinacao (r?) e os residuos
de todos os pontos pela diferenca da area medida e da area interpolada,
calculando a variancia e o desvio padrao para cada nivel de concentragdo. A
partir dos desvios, foi calculado a diferenca entre suas somas quadraticas,
considerando o numero total de pontos da curva, estimando, pelo teste-F (95%

de confianga, n - 3 graus de liberdade) e a significancia entre os dois valores.

Se a razao entre a diferencadas somas quadradicas dos dois ajustes € a
variancia do ajuste quadradico for menor ou igual ao F tabelado, o ajuste linear
€ considerado mais adequado. Caso contrario, o ajuste quadratico sera o mais

adequado.

4.5 Otimizagdao do método de Extracdao Sélido-Liquido com Particao em
Baixa Temperatura (ESL-PBT) por planejamento fatorial completo 24
com triplicata do ponto central e metodologia de superficie de
resposta

Basicamente, a ESL-PBT compreende oito etapas, esquematizadas na
Figura 14. Destas, quatro diferentes fatores (adicdo de um solvente extrator,

homogeneizagao, centrifugacdo e congelamento) foram estabelecidos como
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variaveis para a otimizagdo da extragdo de POPs de ovos de jacaré, neste

trabalho.

Figura 14 — Fluxograma geral da técnica de ESL-PBT
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Fonte: autor

Para determinar as melhores condigdes para a extracdo de OCPs e
PCB, uma mistura contendo dois ovos de cada ninho de todas as coletas (n =
28) foi preparada. A mistura foi homogeneizada em um triturador (triturador de
alimentos em inox de 8 L, Lucre, Brasil) e liofilizada (Liobras L101, Brasil).
Amostras de 2,0 g de ovo liofilizado foram fortificadas com OCPs e PCBs,
utilizando 90 pL da solucdo de trabalho de 500 ng mL™" para todos os analitos,
correspondendo a 22,5 ng g™ de ovo liofilizado. Adicionou-se também 20 pL de
TBB a 750 ng mL™", correspondendo a 10 ng mL™" de isoctano. As amostras
foram centrifugadas e deixada em repouso durante 2 h em temperatura
ambiente. Agua ultrapura (4,0 mL) e um volume pré-definido de solvente
extrator (acetonitrila: acetato de etila - 6,5:1,5 v/v) foram adicionados. As
amostras foram, em seguida, homogeneizadas em vortex, centrifugadas a 2500
rom e congeladas a -18 °C. Apds o congelamento, a fase liquida foi filtrada
através de 1a de vidro, com 2,0 g de sulfato de sédio anidro, previamente
condicionado com 500 uL de solvente extrator a -18 °C. A fase sdlida
congelada foi lavada trés vezes com 500 pyL de solvente extrator a -18 °C. O

solvente da fase liquida foi evaporado com N, e o residuo foi recuperado com
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volume final 1,5 mL em isoctano e analisados por CG-ECD. 95 uL de PCB 209
a 80 ng mL™" foi adicionado na etapa de recuperagdo com isoctano, estas

amostras foram denominadas de ponto extraido. Para cada ensaio, a area

cromatografica de cada analito foi dividia pela area do padréao interno, com
intuito de minimizar os efeitos inerentes ao processo cromatografico. A area
cromatografica do TBB foi utilizada para avaliagado do processo de extragdo. Se
houvesse uma variagdo maior que 20 % na area cromatografica do TBB o

processo de extragao deveria ser repetido.

Para o calculo de recuperacdo média relativa (parametro utilizado como
resposta analitica no planejamento fatorial) ponto a ponto para cada
experimento, amostras nao fortificadas (denominadas amostras testemunha)
passaram pelo mesmo processo de ESL-PBT, sendo posteriormente
fortificados, na mesma concentracdo final de 22,5 ng g™, somente na etapa de

recuperagao com isoctano, sendo denominados ponto na matriz.

Para evitar um numero exaustivo de ensaios, o primeiro passo consistiu
na otimizacdo do método ESL-PBT com utilizagdo de um planejamento fatorial
completo 2* com trés repeticdes no ponto central. O planejamento fatorial é util
quando um grande numero de fatores podem ser avaliados simultaneamente,
calculando-se os efeitos principais e de interagcdes entre os fatores com um

reduzido numero de experimentos.

Os quatro fatores escolhidos no planejamento foram: (1) volume de
solvente extrator, (2) tempo de agitagdo em vortex, (3) tempo de centrifugagéo
e (4) tempo de congelamento. Um total de 19 experimentos foram realizados
para a optimizagao do processo de extragao (Tabela 8). As replicatas do ponto
central tem dois objetivos: permitir a mensuragéo do erro absoluto e ajustar a
variancia da resposta predita”e. Os experimentos foram randomizados para
minimizar os erros indeterminados nas respostas reais devido a fatores
externos'’. A recuperacdo relativa em cada experimento foi utilizada como
resposta analitica para avaliagao fatorial. A recuperacédo para cada analito foi
calculada comparando-se as areas cromatograficas do analito no ponto
extraido com a area do ponto na matriz descontando a area obtida para a

amostra testemunha.
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Tabela 8 — Fatores, niveis e matriz do planejamento fatorial 2* usado na
otimizagcdo do método ESL-PBT

Experimentos ES® VT® CT® FT®
(Ordemrealizada) L.  Céd. min C6d. min Céd. h Cod.
1 (16) 12 +1 5 +1 15 +1 12 +1
2 (8) 12 +1 5 +1 15 +1 4 -1
3 (7) 12 +1 5 +1 5 -1 12 +1
4 (3) 12 +1 5 +1 5 -1 4 -1
5 (19) 12 +1 1 -1 15 +1 12 +1
6 (14) 12 +1 1 -1 15 +1 4 -1
7 (17) 12 +1 1 -1 5 -1 12 +1
8 (12) 12 +1 1 = 5 -1 4 -1
9 (11) 8 -1 5 +1 15 +1 12 +1
10 (6) 8 -1 5 +1 15 +1 4 -1
11 (15) 8 -1 5 +1 5 -1 12 +1
12 (13) 8 -1 5 +1 5 -1 4 -1
13 (18) 8 -1 1 -1 15 +1 12 +1
14 (5) 8 -1 1 -1 15 +1 4 -1
15 (10) 8 -1 1 -1 5 -1 12 +1
16 (4) 8 -1 1 -1 5 -1 4 -1
17C? (1) 10 0 2 0 10 0 6 0
18C? (2) 10 0 2 0 10 0 6 0
19C? (9) 10 0 2 0 10 0 6 0

& ponto central; ®Solvente extrator (acetonitrila: acetato de etila - 6,5:1,5 v/v); ‘tempo de
vortex; “tempo de centrifugacao; ¢ tempo de congelamento; Céd.: cddigo na matriz (+1)
para maior nivel, (-1) para menor nivel e (0) para o ponto central

O planejamento foi avaliado a partir da resposta da recuperagao
normalizada (R,) obtida para cada experimento. A resposta normalizada foi

calculada com a equacéo 5'% 14°;
Rn = Z[Rx/Rx(max)] (Eq 5)

onde, x € o analito (PC 28; PC 52; o,p’-DDE; PC 101; a-endosulfan; p,p’-
DDE; o,p’-DDD; B-endosulfan; p,p’-DDD; o,p’-DDT; endosulfan sulfato, PCB
180; PC 118, PC 153 e p,p’-DDT/PCB 138), Ry é a recuperagéao obtida para
0 composto X, e Rymax) € a recuperacdo maxima obtida para o composto entre

os 19 experimentos do planejamento fatorial.

Os resultados experimentais foram analisados utilizando Microsoft Excel
2007® e GNU-Octave 2.1.72. A significancia dos efeitos foi determinada pela
analise de variancia e pelo teste t de Student com n - 1 grau de liberdade com
uma significancia estatistica de 0,05. Este valor representa a probabilidade de

o efeito de um fator ser unicamente devido a erro aleatério. Assim, se o efeito é
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maior do que o t-critico, o efeito do fator correspondente é significativo. Os
efeitos e a significancia das variaveis na ESL-PBT foram avaliados utilizando

grafico de Pareto™®.

Para determinar o efeito e a influéncia dos niveis de cada fator no
sistema proposto, estes niveis foram codificados como +1 e -1, para o maior e

menor niveis, respectivamente, como exposto na Tabela 8.

Matematicamente, o efeito principal pode ser estimado de acordo com a
equacgao 6, calculado como uma média dos efeitos individuais permitindo a
avaliagdo média do efeito de cada fator separadamente das condi¢cbes dos

efeitos dos outros fatores™’.
Efeito principal = 2(3y" - Sy )/(b%) (Eq. 6)

onde, y representa a média dos efeitos individuais em cada medida, os sinais
(+) e (-) representam os niveis de cada fator e b® representa o nimero total de

experimentos.

Os efeitos de interagdes levam em conta os fatores combinados uns
com os outros. Neste caso, foram calculados os efeitos de interagdo de 2°-
ordem (dois fatores entre si), de 3%-ordem (trés fatores entre si) e de 42-ordem
(todos os fatores entre si). Os efeitos de interagdes de 22-ordem e 3®-ordem

foram calculados usando as equacgdes 7 e 8, respectivamente.

Interagbes de 2%-ordem = 2[(Sy™ + Yy) - Gy + Yy")/(b%) (Eq. 7)

Interagbes de 3%-ordem = 2[(y"™ +y " +y T +y") - (yT+ YT+ Yy + vy (%) (Eq. 8)

O efeito de interagdo de 4%-ordem, considerando todos os fatores entre
si, pode ser calculado pela metade da diferenca entre as interagbes de 3°-

ordem entre trés fatores pra dois niveis distintos do fator a ser analisado.

Depois de calcular todos os efeitos, um grafico de ‘probabilidade normal
vs efeito’ foi plotado com os valores de probabilidade para uma distribuicéo
normal versus o valor calculado de cada efeito, com o objetivo de visualizar
quais os fatores possuem efeitos mais proeminentes. A partir deste grafico, é

possivel a exclusédo de fator(es) que nédo produz(em) resposta(s) que possa(m)
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influenciar nos resultados, ou seja, efeito praticamente zero. Com a remogao
de um fator ndo significativo, o planejamento fatorial pode ser reduzido para a
avaliagdo dos fatores mais importantes, por exemplo, reducdo de um

planejamento 2* para um planejamento 2% se apenas um fator for excluido.

Com a redugdo do tamanho da matriz experimental, aumenta-se o
numero de replicatas para cada combinacédo. Neste caso, € possivel calcular a
variancia experimental (eq. 9), o erro experimental (eq. 10), a varidncia dos
efeitos (eq. 11) e o erro dos efeitos (eq. 12). Para calcular os efeitos a partir da
matriz experimental reduzida, pode-se utilizar as equacgdes 6, 7 e 8, descritas
anteriormente. Entdo, é possivel aplicar o teste t de Student para comparar as
variancias, erros experimentais e os efeitos. Um t-critico pode ser obtido pela
multiplicagdo do valor tabelado de t (com 95% de confianga e n graus de
liberdade) e o erro de efeito. Se o efeito calculado for maior ou igual ao t-critico,

este efeito é considerado significativo e pode ser visualizado em um grafico de

Pareto°.

8% = (V1812 + VoSp2 + ... +VmSZm)(V4 + Vo + ... + Vi) (Eq. 9)
s=+s? (Eq. 10)
§2 = (s’/n).xa? (Eq. 11)
5=a (Eq. 12)

onde, v; é o nimero de graus de liberdade (n-1) de cada variancia (s%,) obtido
para todos os experimentos para i experimento. O parametro n é o niimero de
replicatas para cada experimento e a é o coeficiente usado para calcular os

efeitos.

Mais experimentos, tais como o ponto central, podem ser analisados e
adicionados ao planejamento fatorial e o resultado pode ser usado para
determinar uma superficie de resposta quadratica para os efeitos significativos.

O modelo da superficie de resposta foi estabelecido usando a equagéo 13"°2.

Y = Bo + ZBiXi +zBiiXi2 +ZBij +ZBijj2+ ZBinin (Eq. 13)
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onde, Y € o valor predito da resposta pelo modelo, 3o € uma constante e Bi(3;),
Bi(Bj) e B; sdo os coeficientes linear, quadratico e de interago,
respectivamente. Neste modelo, X;e Xjs&o as variaveis independentes.

Determinado as melhores condigbes para realizagdo da extragdo, a

proxima etapa consiste na validagdo do método e avaliagao de efeito matriz.

4.6 Validagao do método

Assim como descrito na secao 4.5, para a validacdo do método o
conteudo de dois ovos (exceto a casca) de cada ninho de todas as coletas (n =
28) foram homogeneizados em triturador de alimentos em inox e a mistura foi

liofilizada e congelada a -18 °C até o momento da andlise.

O efeito matriz foi avaliado utilizando o extrato obtido a partir de 2 g de
ovo liofilizado (usando o método ESL-PBT otimizado) com fortificagdo com
solugdo de trabalho (OCPs e PCBs 500 ng mL™) apos a extracdo, conforme
descrito anteriormente, em doze concentragdes entre 2,3 e 53,8 ng g”. PCB
209 e TBB foram utilizados na concentragdo de 10 ng mL™" de isoctano para

ambos. A curva analitica neste caso foi denominada de curva na matriz.

2 g de amostras de ovo liofilizado foram fortificadas com solugcdo de
trabalho, 2 h antes da ESL-PBT, em temperatura ambiente, em doze
concentracdes entre 2,3 e 53,8 ng g, para entdo serem submetidas a todo o
processo de extragdo, conforme descrito anteriormente. A curva analitica
obtida neste caso foi denominada de curva extraida e foi utilizada para
avaliagao da performance do método. A faixa de concentragao foi selecionada
com base nas concentragdes relatadas na literatura para estes analitos em

ovos de animais silvestres.

Para a construgdo de ambas as curvas foi aplicado o teste de Huber,
conforme descrito na secao 4.4. Todas as amostras foram extraidas em
duplicatas e, entédo, os extratos obtidos foram analisados por CG/ECD com
quadruplicata de inje¢cao para cada nivel de fortificagdo. A partir dos dados de

area cromatografica dos pontos da curva na matriz e da curva extraida foi
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possivel calcular a recuperagao relativa (exatiddo do método) e o desvio

padrao relativo — RSD (precisdo do método) para todos os analitos.

O método foi avaliado a partir da linearidade, exatid&o, preciséo, LOD e
LOQ, determinados a partir da curva extraida. A linearidade foi determinada
pelo coeficiente de determinacao e homocedasticidade. A exatidao foi avaliada
pela recuperagao relativa em trés niveis de fortificagdo e os respectivos desvios

padrao relativos.

A precisao foi avaliada pela repetitividade intra-dia e inter-dia. A precisao
intra-dia foi avaliada a partir dos resultados cromatograficos de cinco replicatas
de extrato (comparando ponto na matriz, ponto extraido e testemunha,
conforme descrito anteriormente), com duplicata de injecdo, em trés niveis de
fortificagcao e realizadas no mesmo dia. Enquanto que a precisao intermediaria
(inter-dia) foi avaliada com a extragdo em dias diferentes (1°, 7° e 14° dia) mas

todas as replicatas no mesmo nivel de fortificagao.

O efeito matriz foi calculado de acordo com o preconizado pelo
INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia)'®,
comparando as variancias residuais da curva em solvente com a curva na
matriz, através de um teste F e os coeficientes angulares de cada curva
usando o teste t de Student. Primeiramente, o teste F foi aplicado para verificar

se as variancias de cada curva podem ser consideradas similares (Eq. 14).

Featcutado = 512/522 (Eq 14)

ondes? and s? s&o as variancias residuais de cada curva, com o maior valor no
numerador. Se F-calculado for menor que o F-critico (significancia de 5% e n -2
graus de liberdade) a diferenga entre as variancias nao € significativa, e isso

significa que a matriz ndo influencia na precisdo do método.

Por outro lado, o teste t de Student pode demonstrar se a matriz afeta
significativamente a resposta cromatografica. O t-calculado pode ser obtido

pela equagao 15.

tcalculado = |fl - le/[\/sz- (1/N1 + 1/N2)] (Eq 15)
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onde, X, ex,sao a média do valor das concentracbes das amostras preparadas
em solvente ou na matriz, N € o numero total de amostras preparadas no

solvente ou na matriz e s? ¢ calculado pela equagéo 16.

s?=[(N; —1).sf + (N, — 1).52]/(Ny + N, — 2) (Eq. 16)

O valor de t.;;ico € Obtido a partir da Tabela de distribuicdo de Student
para um nivel de significancia de 5% e (N; + N, — 2) graus de liberdade. Se t-
calculado for maior que t-critico significa que a matriz afeta significativamente a

resposta cromatografica, ou seja, o efeito matriz esta presente e ¢é significativo.

O método de extragdo também foi avaliado de acordo com INMETRO
comparando as variancias residuais da curva na matriz e da curva extraida. Se
F-calculado for maior que F-critico a diferencga é significativa entre as variancias
residuais de ambas as curvas, ou seja, o método ESL-PBT, neste caso, afeta a
precisao do ensaio. Entado, os limites de detecg¢ao e de quantificagdo do método
e quantificacdo nas amostras ambientais devem ser calculadas pela curva

extraida’™.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teor de gordura total em ovos de C. yacare

O teor de lipidios nos ovos de C. yacare foi de 52+7%. Este valor pode

)155

ser considerado alto quando comparado com ovos de galinha (21,2% ou de

tartarugas (29,8 — 42,1 %) %% 17,

5.2 Avaliagao da resposta cromatografica instrumental a partir da curva

em solvente

O cromatograma de uma solugdo com a mistura dos padrdes analiticos
preparados em isoctano (Figura 15) mostra a separagcdo dos analitos,
indicando seletividade do método cromatografico para todos os analitos, exceto
para o p,p’-DDT e PCB 138, pois ndo houve separacao entre eles (apesar de
ter sido testado diversas condigdes de temperatura e vazado de gas). Sendo
assim, foram quantificados juntos.

Figura 15 — Cromatograma (GC/ECD) para uma solugéo em isoctano contendo todos
os analitos a 10 ng mL™
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1: T  (surrogate); 2: PC 28; 3: PC 52; 4: 0,p’-DDE; 5: PC 101; 6: a-endosulfan; 7: p,p’-DDE; 8:
0,p’-DDD; 9: PC 118; 10: B-endosulfan; 11: p,p’-DDD; 12: 0,p’-DDT; 13: PCB 153; 14: endosulfan
sulfato; 15: p,p’-DDT + PCB 138 (coelui¢ao); 16: PCB 180; 17: PCB 209 (padrao interno)

Fonte: autor
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Apos a exclusao dos valores anbémalos pelo teste de Huber, a curva em
solvente foi construida para todos os analitos na faixa de concentragao entre
3,0 e 71,7 ng mL™" isoctano. A Figura 16 mostra, como exemplo, o teste de
Huber para o o,p’-DDD. Neste exemplo, todas as replicatas do ponto de 3,0 ng
mL" devem ser excluidas.

Figura 16 — Demonstragdo grafica do teste de Huber para o o,p’-DDD antes da

construgdo da curva em solvente entre 3,0 e 71,7 ng mL™ de isoctano
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Fonte: autor

As equacdes de cada curva, coeficiente de determinacao, LOD
instrumental e LOQ instrumental, calculados conforme descrito anteriormente,
sd0 apresentadas na Tabela 9. Os coeficientes de determinacéo (r*> 0,99) e os
desvios padrao relativos (RSD < 20%) da curva em solvente para todos os
analitos estdo de acordo com as recomendacdes do INMETRO'™® para
validacédo de métodos analiticos. Os LOD instrumentais variaram entre 3,8 ng
mL" (p,p’-DDE) e 5,9 ng mL™ (0,p’-DDT). Os LOQ instrumentais variaram entre
5,3ng mL" (p,p-DDE) e 11,7 ng mL™" (0,p’-DDT).
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Tabela 9 — Parametros analiticos e estatisticos da curva em solvente para
cada um dos padrdes analiticos (n 2 25)°

Analito ::;ern\:i!?) Equagéao da curva r? T;,I)) ( ngl;-(r)nl:l).'1) (n ; (r)n?f)
0,p-DDD 70-717 y=0479x—0544 0,998 8 4,1 6,3
0,p’-DDE 3,0-717 y=0216x—-0275 0,996 7 4,9 8,7
0,p’-DDT 3,0-60,0 y=0,075x-0,103 0,994 11 5,9 11,7
p,p’-DDD 70-717 y=0,108x+0,092 0,998 8 4,0 6,1
p,p’-DDE 3,0-71,7 y=0252x-0215 0,998 7 3,8 5,3
o-endosulfan 3,0-71,7 y =0,383x-0,477 0,998 9 4.5 7,6
B-endosulfan 3,0-717 y = 0,234x — 0,206 0,998 12 4,2 6,5
Endosulfan 30-717 y=0136x—0330 0,994 9 5,7 112
PCB 28 70-717 y=0145x—0,144 0,998 8 4,2 6,5
PCB 52 3,0-717 y=0,112x—-0,097 0,998 8 4,1 6,4
PCB 101 7,0-71,7 y=0,146x-0,068 0,998 8 4,6 7,8
PCB 118 7,0-680 y=0,051x+0,174 0,992 12 5,2 9,5
PCB 153 7,0-71,7 y=0,195x-0,143 0,998 8 4,8 8,3
PCB 180 70-71,7 y=0,188x-0,103 0,998 6 4,1 6,4
gg;ag;f 30-71,7 y=0315x—-0,283 0,998 8 43 6,9

% n é a somatéria das replicatas de amostras e replicatas de injegéo apos a aplicacdo do teste
de Huber; y é a relacdo entre a area cromatografica do analito e a area cromatografica do
padrao interno; x é a concentragao em ng mL™"; % coeficiente de determinacado; RSD: desvio
padréo relativo; LOD: Limite de detecgéo; LOQ: Limite de quantificagdo. *Coeluigao

Para exemplificar, as figuras 17 e 18 mostram os graficos de linearidade
e homocedasticidade, respectivamente, para o analito o,p’-DDD, demonstrando
que o ajuste linear € adequado e que possui uma distribuicdo aleatodria dos

residuos.
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Figura 17 — Curva em solvente para o o,p’-DDD entre 7,0 e 71,7 ng mL™" de isoctano
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Fonte: autor

Figura 18 — Distribuicdo dos residuos para o o,p’-DDD entre 7,0 e 71,7 ng mL™" de
isoctano
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5.3 Otimizacao da ESL-PBT por planejamento fatorial

5.4 Recuperagoes e recuperag¢ao normalizada

A recuperacdo dos analitos variou entre 2% (PCB 101) e 165% (PCB
52). Devido a dificuldade de trabalhar com as recuperagdes individualmente
para otimizar uma analise multirresidual, optou-se por calcular o efeito a partir
da recuperacdo normalizada (Eq. 5) em cada experimento. Os resultados
obtidos de recuperacdo e de resposta normalizada por experimento estao
apresentados na Tabela 10. As respostas normalizadas variaram entre 5,11
(experimento 9) e 13,24 (experimento 2), porém estes resultados sao utilizados
para calculos de efeitos e determinacao dos fatores significativos, ndo podendo

ser discutidos de maneira isolada antes desta avaliacdo dos efeitos.

Exceto o PCB 52, devido ao efeito matriz que sera explicado
posteriormente, os PCBs tiveram as menores recuperagdes pois sao 0s
congéneres néo-planares, com coeficiente de particdo octanol/agua (Kow)
ligeiramente menor que os congéneres planares, DDT, DDD e DDE,
dificultando a extracdo com acetonitrila através das interagdes n'>°. O solvente
também pode influenciar nas taxas de recuperagdes. O percentual de
recuperagdo com o uso de acetado de etila diminui em compostos com pKa >

4" como é o caso dos PCBs (pKa 4 — 11)"%°.
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Tabela 10 — Normalizagdo da porcentagem de recuperacdo obtidas para os analitos na otimizagdo da técnica ESL-PBT e
CG/ECD

7 + - - + 25 97 21 15 102 58 35 48 40 28 59 36 10 16 21 8,47
2 N O O O O OO O B 2
9 - + + + 17 96 9 11 104 45 8 11 11 7 24 36 10 10 8 511
[ A OO O O O DU N .20
11 - + - + 17 94 22 2 95 47 33 50 38 20 75 18 6 10 18 7,13
[ O O N O A T O OO N0
13 - - + + 19 126 22 12 108 60 36 57 39 23 52 41 9 12 19 8,28
[ N N O O O B N A L L A .2
15 - - - + 20 94 28 8 94 55 38 57 42 23 64 17 7 12 19 7,82

17C 0 0 0 0 30 80 48 22 75 58 46 65 50 30 93 12 14 20 29 10,08

19C 0 0 0 0 25 16 41 18 24 58 40 56 47 27 64 10 12 19 21 7,99

Exp.: experimento; ES: solvente extrator; VT: tempo de agitacdo em vortex; FT: tempo de congelamento; CT: tempo de centrifugacdo; “a-endosulfan; °-
endosulfan; endosulfan sulfato; ‘PCB138+ p,p’-DDT; °Resposta normalizada obtida pela equag&o 5.
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5.5 Resultados dos efeitos e superficie de resposta

Os resultados dos efeitos estdo descritos na Tabela 11. O solvente
extrator produziu o maior efeito positivo (+2,88) e o efeito de interagdo de 2°-
ordem entre o tempo de centrifugagdo e o tempo de congelamento obteve o
maior resultado de efeito negativo (-2,36). O efeito principal de tempo de
congelamento foi praticamente nulo (0,11). Os outros efeitos estiveram entre
+1,50 (interagdo de 2%-ordem entre solvente extrator e tempo de agitagdo) e —
1,79 (interagédo de 3%-ordem entre solvente extrator, tempo de centrifugagéo e

tempo de congelamento).

Tabela 11 — Resultados dos efeitos

Efeitos Fatores Efeitos
ES 2,88

- VT 0,35
principais T 011
cT -0,66

ES:VT 1,50

ESFT 0,32

ES:CT 1,31

de 2"-ordem VTFT 0,10
VT:CT 0,93

FT:CT 2,36

ES:VT:FT 0,31

) ES:VT:CT 1,01
3%-ordem ES:FT:CT 1,79
VT:FT:CT 1,02

4%-ordem ES:\VT:FT:CT -0,19

ES: solvente extrator; VT: tempo de agitacéo;
FT: tempo de congelamento; CT: tempo de centrifugagao

A partir destes dados, foi construido um grafico de probabilidade normal
(Figura 19), em que € possivel notar que o fator que produz maior efeito
positivo € o solvente extrator (ES). Os sinais na regido central do grafico séo
ruidos e possivelmente ndo produzem efeitos significativos no processo de

extragao.
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Figura 19 — Probabilidade normal vs efeitos
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Fonte: autor

Depois desta organizagdo dos dados, os mesmos foram reorganizados.
Consequentemente, o planejamento inicial 2* (com 16 experimento sem
replicatas) foi reduzido para um planejamento 23, porém cada combinagdo de
experimentos possui duas replicatas. Para a redugcdo da matriz foi excluido
como fator o tempo de congelamento por possuir efeito praticamente nulo.
Neste caso, a partir dos dados descritos na Tabela 12, € possivel calcular a
variancia experimental — eq. 9 — (5,05), o erro experimental — eq. 10 — (2,25), a
variancia dos efeitos — eq. 11 — (1,26) e o erro dos efeitos — eq. 12 — (1,12). A
partir dos erros experimentais e dos efeitos € possivel calcular o t-critico e

estabelecer qual fator é significativo.

Tabela 12 — Matriz do planejamento fatorial completo 2° apés a remocéo
da coluna “FT” dos fatores descritos na Tabela 10.

Fatores

EXP? Egb VTS S x, s, n Vi
1 + + + 10,20 11,19 2 1
2 - - - 7,32 0,00 2 1
3 + - - 11,03 4,98 2 1
4 + + 5 10,23 18,11 2 1
5 - + + 6,12 2,04 2 1
6 2 = + 8,05 0,10 2 1
7 + - + 7,10 3,71 2 1
8 5 + 5 5,54 0,30 2 1

experimentos; °solvente extrator; ‘tempo de agitacdo; ‘tempo de centrifugacdo; x:
corresponde a média da resposta normalizada; s?,; variancia de cada experimento; n: numero
de replicatas para cada experimento; v;: grau de liberdade (n-1).
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O t-critico péde ser calculado com 8 graus de liberdade: 1,12 x 2,31
(tabelado com 95 % de grau de confianga). O t-critico calculado foi 2,59. Os
efeitos e as variaveis significativas foram avaliadas usando um grafico de
Pareto (Figura 20).

Figura 20 — Grafico de Pareto para o sistema ESL-PBT

vrer Jll -0,10 i
FT 0,11
ES:VTCTET -0,19
ESNVTFT
ESFT
VT
cr
vT.CT
ESVT.CT
VT.CTET
ESCT
ESVT
ESICTFT -1,79
CTFT
ES

-2,36

2,88
0.0 05 1.0 15 2,0 25 259 3.0
Efeito estimado padronizado (valor absoluto)

ES: solvente extrator; VT: tempo de agitagdo; CT: tempo de centrifugacéo; FT: tempo de congelamento
Fonte: autor

O unico efeito significativo foi o solvente extrator, mas cada efeito pode

ser analisado separadamente antes da construcido da superficie de resposta.

5.5.1 Efeitos principais

O método ESL-PBT proposto possui quatro etapas distintas: adigdo de
solvente extrator (ES), tempo de agitacao (VT), tempo de centrifugagao (CT) e
tempo de congelamento (FT). O maior efeito positivo destas variaveis foi o ES
(+2,88), ou seja, este fator aumenta a eficiéncia da extragdo, conforme o
esperado, visto que aumentando-se a quantidade de solvente aumenta-se a
solubilizagdo dos analitos, melhorando a eficiéncia da extragdo. Portanto, o
volume estabelecido para o solvente extrator foi o de maior nivel, ou seja, 12

mL.
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O FT como fator principal praticamente nao teve efeito sobre a extragao
nas condi¢des avaliadas, provavelmente porque nos tempos de congelamentos
selecionados o sistema ja estava em equilibrio. Este fator poderia ser

significativo se os niveis de tempo de congelamento fossem menores.

VT e CT possuiram influéncia levemente negativa, porém néo
significativos. Contudo, o VT possui leve influencia positiva quando analisado

nas interagbes de 2%-ordem, como explicado a seguir.

5.5.2 Efeitos de interagdes de 2?-ordem

As interagcbes de 2%-ordem exibiram efeitos positivos nas interagbes
entre ES:VT (+1,49) e VT:CT (+0,94). Apesar de nao ser significativo, a
interacdo ES:VT resultou no maior efeito positivo entre todas as interagoes.
Indicando que a extracdo pode ser mais eficiente com 12 mL de solvente

extrator e 5 min de tempo de agitagdo em vortex.

O maior efeito negativo entre todas as interagbes possiveis, foi
observado na interagdo de 2%-ordem entre CT:FT (-2,36), sendo também o
segundo maior efeito produzido, apesar de nao ser significativo. Isso indica que
estes fatores devem ser associados em niveis opostos: por exemplo, menor

tempo de centrifugacéo (5 min) e maior tempo de congelamento (12 h).

5.5.3 Efeitos de interagoes de 3%-ordem

Os efeitos das interagcdes entre trés fatores quando compara-se as
interacdes ES:VT:FT (+0,31) e ES:VT:CT (+1,01) mostra uma redugéao do efeito

quando associado com o tempo de congelamento (FT).

Apesar de ndo serem resultados significativos, notou-se que a extragao
foi mais eficiente com o volume de solvente de extrator de 12 mL, tempo de

agitacdo em vortex de 5 min e centrifugacao de 15 min.
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As interagdes de 3°-ordem, quando tempo de congelamento e tempo de
centrifugacéo estdo associados, sempre possuem um efeito negativo, sendo de
— 1,02 para VT:CT:FT e de — 1,79 para ES:CT:FT. Demonstrando novamente
que a associagao dos maiores niveis de CT e FT produzem efeitos negativos

no sistema proposto de ESL-PBT.

5.5.4 Efeito de interagio de 4°-ordem

Apesar de nao ser significativo, quando todos os fatores sdo associados
em seus maiores niveis, o efeito & levemente negativo (— 0,19) devido a
interacdo entre os niveis maximos do tempo de congelamento e de
centrifugacdo, compensado pelos efeitos positivos do volume de solvente

extrator e tempo de agitagdo, conforme mostrado anteriormente.

5.5.5 Superficie de resposta

Os resultados experimentais, apds aplicacdo do teste t de Student,
demonstram que o volume de solvente extrator possui um efeito positivo
significativo no sistema de ESL-PBT proposto. Apesar de nao significativo, o
efeito de 2%-ordem para a interagéo entre tempo de centrifugacgéo e tempo de
congelamento foi de — 2,36, sendo proximo do t-critico de 2,59. Sendo assim,
considerando apenas os efeitos positivos, uma superficie de resposta pode ser
construida para a interagado entre solvente extrator e tempo de agitacdo. A
interpretacdo pode ser facilitada com o suporte da superficie de resposta
construida a partir de todos os experimentos considerando apenas o volume de
solvente e o tempo de agitacdo como fatores importantes. Sendo assim, a
matriz do planejamento resultou em uma nova matriz de quatro diferentes
ensaios com quatro replicatas, mais a triplicata do ponto central, e que a
resposta obtida é representativa para todos os experimentos nos niveis e

fatores estudados. Esta nova matriz gerou uma superficie de resposta
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quadratica, descrita pela equagdao 17 (modelo eq. 13), e representada na

Figura 21.
Y = 8,4717 + 1,4407X; — 0,136X? — 0,177X; - 0,136Xj2+ 0,749XiX; (Eq. 17)

onde, Y € a resposta, X; representa o volume de solvente extrator e X; o tempo
de agitagéo.

Figura 21 — Superficie de resposta para o planejamento proposto

Resposta

ES: solvente extrator; VT: tempo de agitagéo
Fonte: autor

Portanto, os fatores que contribuiram para uma melhor extracdo dos
analitos, resposta maxima na Figura 21, foram o maior volume de solvente
extrator e maior tempo de agitagdo em vortex. Considerando o efeito negativo
entre a interacdo dos fatores tempo de congelamento e tempo de
centrifugacgao, estes fatores foram selecionados em niveis opostos. Como né&o
sao valores significativos, a opgao fica a critério do analista. Para a continuagao
do trabalho, optou-se pelo menor tempo de centrifugagao e maior tempo de
congelamento para o método otimizado com o intuito de facilitar a rotina em

laboratdrio.
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Entdo, o método otimizado inclui 12 mL de solvente extrator
(acetonitrila:acetato de etila - 6,5:1,5 v/v), 5 min de agitacdo em vortex, 5 min
de centrifugagdo a 2.500 rpm e 12 h de congelamento a — 18 °C. Durante a
fase de otimizacédo, a maior resposta normalizada, descrita na Tabela 10, foi
obtida nestas condigbes (experimento 2) e a média das recuperagdes
considerando todos os analitos foi de 59,5% para um nivel de fortificacdo de

22,5ng g de ovo liofilizado.

5.6 Validagao do método

5.6.1 Avaliacao do efeito matriz

A Figura 22 (A1 e A2) apresenta os cromatogramas de uma matriz
fortificada (ponto na matriz) e de uma matriz ndo fortificada (testemunha),
enquanto em B1 e B2 apresenta-se a ampliacdo dos cromatogramas no
intervalo de tempo de retencéo entre 21 e 36 min para melhor visualizagdo das
separacdes dos analitos (11,25 ng g') e interferentes da amostra. Pode-se
notar que houve separagao cromatografica entre eles, exceto para o a-
endosulfan devido a uma forte interagao com interferentes da matriz e entre o
PC 138 e p,p’-DDT, conforme citado anteriormente. Entdo, ndo foi possivel
sua avaliagao pois a variagado da area cromatografica n&o foi linear para estes

analitos.
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Figura 22 — Cromatograma CG/ECD: ponto na matriz (A1) em isoctano a 11,25 ng g’
de ovo liofilizado para todos os analitos e testemunha (A2) em isoctano. B1 e B2 sao
uma ampliagao para melhor visualizagdo no intervalo de tempo de retengao entre 21 e
36 min

180.000
160.000°
140.000:
P A1
100 000 6
£0.000
60.000

40.000°
20.000:
[}

-20.000

W

15
1012
16

)\ 14:| 17
G [mn)

2 4 [ 8 10 12 14 16 18 20 2 24 2 o] 0 32 34 3B 3 40 42 4“ “»

\
911 13

Tow.
160,000
140,000 Az
120,000

100.000

£0.000

RT [min]

B2

RT [min]
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 3 34 35 %

1:T (surrogate); 2: PC 28; 3: PC 52; 4: o,p’-DDE; 5: PC 101; 6: a-endosulfan; 7: p,p’-
DDE; 8: 0,p’-DDD; 9: PC  118; 10: B-endosulfan; 11: p,p’-DDD; 12: 0,p’-DDT; 13: PCB 153; 14:
endosulfan sulfato; 15: p,p’-DDT + PCB 138; 16: PCB 180; 17: PCB 209 (padrao interno)
Fonte: autor

Foi realizado o teste de Huber para os valores de area versus
concentracao de todas as replicadas e todos os analitos antes de construir a
curva analitica. A Figura 23 mostra um exemplo da aplicagdo do teste de Huber
para o o,p’-DDD, com exclusao de valores anémalos em cinco pontos da curva.
A curva analitica e a homocedasticidade para o o,p’-DDD estdao exemplificadas
nas figuras 24 e 25, respectivamente. Na figura 25 pode-se verificar distribuicdo

aleatdria dos residuos.
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Figura 23 — Demonstragdo grafica do teste de Huber para o o,p’-DDD antes da
construgdo da curva na matriz (intervalo entre 2,3 e 53,8 ng g” de amostra liofilizada) _
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Figura 24 — Curva na matriz do o,p’-DDD (intervalo entre 2,3 e 53,8 ng g”' de amostra

liofilizada)
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Figura 25 — Distribuicdo dos residuos da curva na matriz para o,p’-DDD (intervalo
entre 2,3 e 53,8 ng g™’ de amostra liofilizada)
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Fonte: autor

A Tabela 13 mostra os parametros analiticos e estatisticos, obtidos a
partir do que foi descrito na seg¢ao 4.4, para a curva na matriz de todos os
analitos. Os coeficientes de determinagao foram maiores que 0,910 e o RSD
menor que 23 %, aceitaveis para amostras ambientais complexas'®’. O efeito
matriz (Tabela 14) foi obtido pela comparagao entre a curva em solvente e a
curva na matriz, de acordo com que foi descrito na secédo 4.6. Considerando
que a curva no solvente é expressa em ng mL™" isoctano e a curva na matriz
em ng g' de amostra liofilizada, foi necessario multiplicar os valores de
concentragado dos pontos da curva na matriz pelo fator de concentragao 1,333
para que a comparacgdo fosse feita em ng mL" e os calculos estatisticos

fossem possiveis.

De acordo com os resultados expressos na Tabela 14, a variancia
residual entre a curva em solvente e a curva na matriz foram diferentes (F-
calculado > F-critico) para todos os analitos, ou seja, a matriz influencia na
precisdo do método. O valores de t-calculado obtidos para todos os analitos

foram maiores que o t-critico e neste caso significa que o efeito matriz é



significativo, como é esperado para amostras ambientais complexas. Ou seja, a

matriz influencia na sensibilidade do método.

Tabela 13 — Parametros analiticos e estatisticos para curva na matriz

> 25%)

Analito I'(‘;Zr;il)o Equacéo da curva r’ l?il))
o,p’-DDD 2,3—-53,8 y =1,169x — 1,295 0,994 8
o,p’-DDE 2,3-53,8 y =0,333x + 0,653 0,992 13
o,p’-DDT 2,3—-53,8 y = 0,303x — 0,223 0,992 14
p,p’-DDD 2,3-53,8 y = 0,256x + 0,086 0,990 20
p,p’-DDE 8,3-538 y = 1,019 + 17,670 0,996 14
B-endosulfan 2,3-53,8 y = 0,375x + 2,099 0,984 20
G EE L 113-538 y = 0,036x + 1,515 0,970 23
sulfato

PCB 28 53538 y = 0,499x — 0,732 0,992 20
PCB 52 8,3 —-53,8 y = 0,485x + 68,885 0,910 22
PCB 101 2,3-53,8 y = 0,389x — 0,032 0,986 17
PCB 118 2,3-53,8 y =0,330x - 0,144 0,988 12
PCB 153 2,3-53,8 y = 0,450x — 0,413 0,992 11
PCB 180 2,3-53,8 y = 0,363x — 0,905 0,986 20

® n é a somatoria das replicatas de amostras e replicatas de injecdo depois da aplicagdo do teste de
Huber; y é a relagédo entre a area cromatografica do analito e a area do padréo interno (PCB 209) e x &
concentragdo em ng g'1; r%: coeficiente de determinagao; RSD: desvio padrao relativo.

Tabela 14 — Parametros estatisticos e efeito matriz: comparacao entre a
curva em solvente (CS) e a curva na matriz (CM) para cada analito (n2 25)®

Analito gé CSI\);I Cst§_3 CSI\;IDj*3 Foit  Fea  teni teal E,?::;
(x10™) (x107)
0,p’-DDD 0474 1549 341 738 158 1066 1,99 4931 +
o,p’-DDE 0,302 0533 2,20 398 162 566 201 30,01 +
0,p’-DDT 0137 0519 187 251 166 1428 202 9326 +
p,p’-DDD 0,102 0433 0767 248 167 1804 200 33,30 +
p,p’-DDE 0257 1122 175 941 188 1910 205 5556 +
B-endosulfan 0239 0798 1,93 562 176 11,08 202 845 +
ES#:;“"“ 0,244 0105 1,66 104 198 539 204 10827 5
PCB 28 0179 0664 1,36 423 171 1379 197 5464 +
PCB 52 0112 2562 0784 234 198 5248 206 10,93 +
PCB 101 0178 0792 1,33 494 168 1985 200 2976 +
PCB 118 0,089 0573 0889 312 167 4096 197 112,08 5
PCB 153 0254 0618 1,85 353 163 591 200 57,98 +
PCB 180 0191 0694 1,36 424 161 1322 200 31,54 5

Sy: desvio padrao residual da curva; Sp: desvio padrao da curva; Fit: F critico com 5 % de significancia e
n — 2 graus de liberdade; Fca: F calculado; teit: t critico para 5% de significdncia e n — 2 graus de
liberdade; tcac: t calculado; +: efeito matriz significativo; *CM foi corrigida para concentragdo em ng mL™"
(fator de concentragao 1,333) para ser comparada com a CS.
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5.6.2 Curva extraida e validagcao do método ESL-PBT

Para todos os analitos foi aplicado o teste de Huber e avaliagdo da
homocedasticidade. O o,p’-DDD foi utilizado como exemplo da aplicacao
destes testes. Depois da exclusdo dos valores anbmalos em oito pontos da
curva deste analito, pelo teste de Huber (Figura 26), a curva extraida foi
construida no intervalo entre 2,3 e 51,3 ng g'1 (Figura 27) e avaliada quanto a
distribuicdo aleatdria dos residuos (Figura 28). Neste exemplo, como pode ser
verificado comparando as Figuras 25 e 28, a curva extraida apresenta os
residuos com maiores valores se comparados com a curva na matriz, o que €
esperado pois as areas cromatograficas do analito, para a construgdo da curva
extraida, sofre a influéncia da matriz e da técnica de extracdo, enquanto que as
areas cromatograficas do o,p’-DDD para a construgdo da curva na matriz

possui influéncia apenas da matriz.

Figura 26 — Demonstracdo grafica do teste de Huber para o o,p’-DDD antes da
construgdo da curva extraida (intervalo entre 2,3 e 53,8 ng g™ de amostra liofilizada)
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Figura 27 — Curva extraida do o,p’-DDD (intervalo entre 2,3 e 53,8 ng g’ de amostra
liofilizada)
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Figura 28 — Distribuigdo dos residuos da curva extraida para o,p’-DDD (intervalo entre
2,3 e53,8ng g™ de amostra liofilizada)
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Fonte: autor

A Tabela 15 mostra as equagdes das curvas analiticas para todos os

analitos, coeficiente de determinagao (r>> 0,91), desvio padréo relativo (RSD <
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24 %), calculados como descritos anteriormente, e aceitaveis para amostras

ambientais.

Tabela 15 — Parametros analiticos e estatisticos para a curva extraida
(n 2 25)°

. Intervalo ~ RSD
Analito (ng g Equacio da curva r? (%)
o,p’-DDD 2,3-53,8 y =0,749x + 0,151 0,990 12
o,p’-DDE 5,3-53,8 y =0,653x — 0,116 0,992 16
o,p’-DDT 2,3-53,8 y =0,585x — 1,040 0,990 18
p,p’-DDD 5,3-53,8 y =0,263x — 0,700 0,988 16
p,p’-DDE 11,3 -53,8 y =0,351x + 29,000 0,994 17
B-endosulfan 8,3 —53,8 y =0,138x + 1,147 0,976 17
Endosulfan sulfato 18 - 53,8 y = 0,035x + 0,525 0,946 21
PCB 28 8,3 -53,8 y =0,293x — 2,977 0,982 13
PCB 52 15,0 — 53,8 y =0,999x + 56,405 0,919 24
PCB 101 5,3-53,8 y =0,138 + 1,147 0,976 15
PCB 118 2,3-53,8 y =0,073x + 0,095 0,978 16
PCB 153 5,3 -53,8 y =0,112x + 0,023 0,982 16
PCB 180 2,3-53,8 y =0,047x — 0,063 0,980 20

% n é a somatoria das replicatas de amostras e replicatas de injecdo depois da aplicagédo do teste de

Huber; y é a relagédo entre a area cromatografica do analito e a area do padrao interno (PCB 209) e x é
concentragdo em ng g'1; r%: coeficiente de determinacdo; RSD: desvio padrio relativo.

A variancia residual das curvas na matriz e extraida foram comparadas
pelo teste F e teste t de Student com intuito de avaliar se o processo de
extragao influéncia a precisdao dos resultados e/ou exerce algum efeito nas
areas cromatograficas, os resultados estdo expostos na Tabela 16. O método
de extracdo afeta a precisdo dos resultados (F critico < F calculado) para todos
os analitos, exceto para o o,p’-DDD, p,p’-DDD, PCB 28 e endosulfan sulfato.
Contudo, ao aplicar o teste t de Student, nota-se que o t calculado destes trés
compostos € maior que o t-critico, ou seja, a extracdo produz um efeito
significativo nas areas cromatograficas destes compostos. O endosulfan sulfato
foi o Unico analito em que o método ndo influencia na precisdo dos resultados e
que nao gera efeito significativo nas areas cromatograficas, possivelmente
devido a menor sensibilidade do detector a este composto, resultando em um
menor coeficiente angular. Sendo assim, a curva extraida pode corrigir perdas
da recuperacgao e deve ser utilizada para estabelecer os parametros analiticos
e estatisticos do método de extragcdo e na quantificacdo dos analitos em ovos
de jacaré na etapa ambiental.
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Tabela 16 — Parametros estatisticos e comparacéo entre a curva na matriz (CM) e a curva extraida (CE) para cada analito

(n 2 25)2
. s s So So )
Analito Clvl CIyE CM_*3 CEf3 Ferit Feal tei tea Conclusao
(x10™) (x10™)
A precisao do método nao ¢ afetada pela
o,p’-DDD 1,549 1,285 9,83 8,25 1,47 1,45 1,98 25,79  extragdo mas tem efeito significativo nas areas
cromatograficas
o,p’-DDE 0,533 1,072 3,98 7,42 1,52 4,04 1,99 37,80 A precisao ¢ influenciada pela extragdo
o,p’-DDT 0,519 1,009 3,35 7,86 1,53 3,78 2,00 31,28 A precisao é influenciada pela extragéo
A precisdo do método nao é afetada pela
p,p’-DDD 0,433 0,512 3,31 4,07 1,57 1,39 1,98 8,28 extracdo mas tem efeito significativo nas areas
cromatograficas
p,p’-DDE 1,122 0,572 12,5 7,58 2,10 3,84 2,06 45,53 A precisdo € influenciada pela extracao
B-endosulfan 0,798 0,439 7,50 5,13 2,06 3,29 2,05 26,00 A precisao ¢ influenciada pela extragéao
A precisao do método nao ¢é afetada pela
Endosulfan sulfato 0,105 0,132 1,38 1,80 2,06 1,58 2,07 0,07 extracdo e nao tem efeito significativo nas
areas cromatograficas
A precisdo do método néao ¢é afetada pela
PCB 28 0,664 0,666 5,64 5,42 1,57 1,01 1,98 53,06  extragdo mas tem efeito significativo nas areas
cromatograficas
PCB 52 2,562 4,755 3,15 6,79 2,29 3,44 2,12 5,56 A precisao é influenciada pela extragao
PCB 101 0,792 0,439 6,58 5,13 2,03 3,25 2,04 30,05 A precisao é influenciada pela extragao
PCB 118 0,573 0,178 4,15 1,20 1,47 10,29 1,99 59,51 A precisao é influenciada pela extragao
PCB 153 0,618 0,254 4,70 2,24 1,59 5,93 1,99 65,84 A precisao é influenciada pela extragao
PCB 180 0,694 0,113 5,64 1,08 1,70 37,65 1,99 54,88 A precisao ¢ influenciada pela extragao

°n é a somatdria de replicatas de amostras e replicatas de injegdes apos a aplicagéo do teste de Huber; Sy: desvio padréo residual; Sp: desvio padrdo da curva; Fei: F critico
com 5% de significancia e n — 2 graus de liberdade; Fcac: F calculado; teit: t-critico para 5% de significancia e n — 2 graus de liberdade; tcaic: t calculado; * CM e CE comparadas

emngqg .
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Comparando as trés curvas (em solvente, na matriz e extraida),
ajustadas para ng mL™ e usando como exemplo o o,p’-DDD (Figura 29), pode-
se notar que o sinal analitico € maior na curva na matriz comparado com a
curva em solvente, devido ao efeito matriz positivo, pois a presenca de co-
extraidos podem aumentar o sinal analitico. Os coeficientes angulares das

curvas também sao diferentes, interferindo na sensibilidade do método.

O sinal da curva extraida € maior que o da curva em solvente (efeito
matriz), porém menor que o da curva na matriz, devido aos efeitos de extracao,
como as perdas inerentes ao processo. A utilizagdo da curva extraida corrige

estas perdas e consequentemente na recuperagao do método.

Neste exemplo, o efeito matriz e efeito de extragdo foram considerados

significativos quando aplicado o teste t de Student.

Figura 29 — Comparacao entre as trés curvas analiticas (em solvente, na matriz e
extraida) para o o,p’-DDD.
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Fonte: autor

Desta forma, o método de extragao solido-liquido com particdo em baixa
temperatura foi validado a partir da curva extraida, bem como seus limites de

deteccdo e de quantificagdo foram calculados a partir desta curva, com as
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equacgodes descritas anteriormente. A Tabela 17 mostra os limites de deteccéo e
de quantificagao para todos os analitos.
Tabela 17 - Limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) do

método ESL-PBT proposto para todos os analitos, obtidosa partir da curva
extraida nas faixas lineares entre 2,3 e 53,8 ng g™' (n = 25)?

Analito Intervalo LOD LOQ
(ng g”) (ng g”) (ng g)
o,p’-DDD 2,3-53,8 5,5 10,4
o,p’-DDE 5,3-53,8 5,3 10,0
o,p’-DDT 2,3-53,8 5,6 10,8
p,p’-DDD 5,3-53,8 5,9 11,9
p,p’-DDE 11,3 -53,8 5,8 11,4
B-endosulfan 8,3—-53,8 8,9 20,8
Endosulfan sulfato 18 - 53,8 10,4 24.8
PCB 28 8,3-53,8 6,6 13,9
PCB 52 15,0 — 53,8 141 35,8
PCB 101 5,3-53,8 8,9 20,9
PCB 118 2,3-53,8 6,9 14,9
PCB 153 5,3-53,8 6,7 141
PCB 180 2,3-53,8 7,0 15,0

® n é a somatdria das replicatas de amostras e replicatas de injecdo depois da aplicagdo do teste de
Huber; y é a relagédo entre a area cromatografica do analito e a area do padrado interno (PCB 209) e x é
concentragdo em ng g'1.

A Tabela 18 mostra estudos que reportam POPs em ovos de animais
silvestres e de galinha. O efeito matriz ndo foi avaliado nos trabalhos citados.
Neste trabalho o LOD e LOQ é baixo e adequado para estudos ambientais.
Comparados com os estudos citados, o LOD e LOQ deste trabalho sao
ligeiramente maiores. Porém, os trabalhos encontrados que analisaram POPs
em ovos de animais silvestres, em geral, possuem um foco maior nas questdes
ambientais e os limites (quando citados) sdo calculados pela razéo sinal-ruido.
Apesar de aceito, o limite calculado pela razao sinal-ruido possui uma
dependéncia maior da interpretagcdo do analista e ndo € robusto como os
limites calculados a partir dos parametros da curva analitica, como foi o caso
deste trabalho. Outra diferengca deste trabalho com os citados é que a
avaliacdo do método nos trabalhos citados foi realizada em ovos de galinha
para entdo serem aplicadas em ovos de animais silvestres, enquanto que neste
trabalho optou-se por fazer toda a avaliagdo com uma mistura de ovos de
jacaré-do-Pantanal, considerando as possibilidades de ocorrer efeito matriz.
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Tabela 18 — Recuperacdo, desvio padrédo relativo, LOD e LOQ reportados em diferentes estudos que usaram ovos de
animais silvestres ou de galinha

Nivel de fortificacdo

R

RSD

LOD

LoQ

Referéncia (ng g'1) Espécie/analitos (%) (%) (ng 9.1) (ng g'1)
esE:Jgo 2,3-53,8 Caiman yacare | OCPs e PCBs 60 — 112 <25 53-14,1 10,0 — 35,8

69* NR Chelonia mydas | POPs 30-96 <20 <0,010° NR
72* 10 — 250 Larus michahellis | PFCs 84 — 127 7 -14 0,09 — 0,30? NR
73* NR Sturnus vulgaris/ OCPs, PCBs e PBDE 75-95 <10 NR 0,2-1°%
78* NR Caiman latirostris | OCCs e OCPs > 80 <20 2,0 -10,0° 15,0 — 60,0°
79* NR Caiman latirostris | OCPs and PCBS NR NR 2-10° 15 — 60°
80* NR Crocodylus niloticus /| OCPs, PCBs, PFCs 71-115 NR NR 0,010 — 0,064°
81* NR Crocodylus moreletii | OCPs NR NR 0,42° NR
82* NR Alligator mississippiensis /| PCBs 88 NR NR NR
155 10 — 200 Ovos de galinha / OCPs e PCBs 82-110 <8 <0,7° <2,3°
162 NR Crocodylus moreletti | OCPs NR NR NR NR
163 NR Pituophis melanoleucus | OCPs NR NR NR NR
164 100 Ovos de galinha / OCPs 76 — 100 NR 4-5 NR
165 6 —60 Ovos de galinha / OCPS 52 -100 3,56-21,1 6-72 NR
166 50 Ovos de galinha / OCPs - PCBs 70 - 106 <20 <2,25° 0,02 —7,78°

* método de extracdo e detectores descritos na Tabela 2; R: Recuperagéo; RSD: desvio padrao relativo; NR: n&o reportado; ?limite instrumental e/ou do método baseado na
razao sinal-ruido do branco; Pos autores ndo citam se & limite instrumental ou do método.
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A exatidao, repetitividade (Tabela 19) e preciséo intermediaria (Tabela

20) mostraram valores de recuperacdo media entre 60 e 120 % com desvio

padrdo relativo entre 02 e 25 %, aceitaveis para amostras complexas® '®',

Tabela 19 — Recuperacgido relativa média e desvio padrido relativo para
todos os analitos em mix ovos de C. yacare extraidos em trés niveis de
fortificacdo no mesmo dia (n = 10)°®

15,0ng g~ 450ngg” 53,3ngg”
AT R(%) RSD(%) R(%) RSD(%) R(%)  RSD(%)
o,p’-DDD 70 10 78 05 71 13
o,p’-DDE 76 14 81 04 60 17
o,p’-DDT 89 20 81 15 75 19
p,p’-DDD 112 13 112 10 101 13
p,p’-DDE 97 09 85 12 73 19
B-endosulfan* 79 20 63 17 79 14
Endosulfan 93 20 105 16 106 20
sulfato
PCB 28 90 02 73 16 76 10
PCB 52** 103 18 101 22 105 25
PCB 101* 93 20 111 19 91 13
PCB 118 65 15 74 07 75 11
PCB 153 97 19 71 19 79 13
PCB 180 80 15 81 12 93 14

% n é a somatéria das replicatas de amostras e de injec&o; R: recuperagéo; RSD: desvio padrao relativo;
* 1° nivel de fortificagdo de 25 ng g'1; ** 1° nivel de fortificagao de 40 ng g'1

Tabela 20 — Recuperacao média e desvio padrao relativo para todos os
analitos em mix de ovos de C. yacare fortificados com 45,0 ng g e
extraidos em trés dias diferentes (n = 10)°.

_ 1° dia 7°dia 14° dia
AUENES R(%)  RSD(%)  R(%) RSD(%) R(%) RSD(%)
o,p’-DDD 78 05 85 20 80 08
o,p’-DDE 81 04 92 20 86 07
0,p’-DDT 81 15 70 20 66 18
p,p’-DDD 112 10 120 14 97 21
p,p’-DDE 85 12 69 20 96 09
B-endosulfan 70 19 82 13 81 18
Endosulfan 105 16 113 17 111 18
sulfato
PCB 28 73 16 63 16 69 20
PCB 52 101 22 94 25 114 17
PCB 101 111 19 94 18 115 20
PCB 118 74 07 65 16 76 10
PCB 153 71 19 81 21 90 11
PCB 180 81 12 81 20 75 18

% n é a somatoria das replicatas de amostras e de inje¢do; R: recuperagéo; RSD: desvio padréo relativo.
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5.7 Aplicagao do método

Todos os ovos de C. yacare foram separados por ano de coleta (2012 e
2013) e por sub-regides (Poconé e Bardo de Melgagco). Em cada grupo, os
ovos (sem as cascas) foram homogeneizados em triturador de alimentos em
inox, as misturas foram liofilizadas e congeladas até o momento de analise. A
extragdo solido-liquido com particio em baixa temperatura foi aplicada
utilizando as amostras liofilizadas. A quantificacdo através da equacéao da curva
extraida foi realizada em ftriplicata de amostras testemunhas com triplicata de
injecées. Os resultados sdo mostrados na Tabela 21. O metabdlito do DDT,
p,p’-DDE foi o composto detectado e quantificado em todas as amostras (51,3 -
78,1ngg’).

Tabela 21 — Concentracbées (ng g' de ovo liofilizado) encontradas nos
ovos de jacaré-do-Pantanal analisadas (n = 9)?

Analito Poconé Barao de Melgago
2012 2013 2012 2013
(RSD) (RSD) (RSD) (RSD)
o,p’-DDD <LOD <LOD <LOD <LOD
o,p’-DDE <LOD <LOD <LOD <LOD
o,p’-DDT <LOD <LOD <LOQ <LOQ
p,p’-DDD <LOD <LOQ 26,5 (20%) 23,6 (9%)
p,p’-DDE 78,1 (20%) 70,1 (10%) 51,3 (22%) 68,6 (11%)
B-endosulfan <LOD <LOD 40,8 (20%) <LOQ
Sl <LOD <LOD <LOD <LOD
sulfato
PCB 28 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
PCB 52 <LOQ 44,9 (20%) 40,7 (20%) 36,0 (17%)
PCB 101 <LOD 24,6 (10%) 22,8 (10%) 33,6 (7%)
PCB 118 <LOD <LOD <LOD <LOD
PCB 153 <LOD <LOD <LOQ <LOQ
PCB 180 <LOD <LOD <LOQ <LOQ

@ soma do nimero de replicatas de amostras e replicatas de injecéo

Como demonstrado anteriormente, o DDE é produto de degradacgéo do
DDT e possui maior persisténcia no ambiente, pois reagdes de degradagao do
DDE sao mais dificeis. Portanto, sua presenca pode indicar uma contaminagao
antiga por DDT na regiao do Pantanal. O metabdlito p,p’-DDD foi quantificado
em Bardo de Melgaco (23,6 - 26,5 ng g ). Outros OCPs também foram

detectados porém em concentragdes abaixo do limite de quantificacao.

Os congéneres PCB 52 e PCB 101 foram quantificados nas duas

regides estudadas (22,8 — 44,9 ng g') e outros PCB foram detectados abaixo
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do limite de quantificagdo. Apesar de nao terem sido produzidos no Brasil, a
presenca de PCBs é proveniente do uso de equipamento elétricos (capacitores,
transformadores) que possuiam estes compostos como isolantes elétricos
(Ascarel™?) ou pela distribuicdo ambiental dos POPs que ocorre por processos

naturais.

Apesar da soma total das concentragoes de OCPs e PCBs por regiao,
serem diferentes, em Bardo de Melgaco (303,1 ng g™') € maior que em Poconé
(217,7 ng g™'), estes valores nédo sao significativamente diferentes. Os locais de
coleta em Bardo de Melgaco foram préximos ao Rio Cuiaba. Este rio recebe
efluentes e esgoto nao tratado e pode receber uma carga maior de POPs, de
fato a presenca de pesticidas organoclorados tém sido relatada neste rio e

seus afluentes®®°": 167: 168

De acordo com Matter'®*, ovos de A. mississippiensis expostos a p,p’-
DDE em concentragdo de 100 ng g de ovo causa a diminuicdo da taxa de
eclosdo e alteragdes morfoldgicas nas gonadas de filhotes machos. Neste
trabalho p,p’-DDE foi detectado no intervalo entre 51,3 e 78,1 ng g de ovo

liofilizado.

OCPs e PCBs foram detectados em ovos de Caiman latirostris
(Argentina)’® nos intervalos entre 7,1 - 30,1 ng g de lipidio (PCBs) e 54,5 —
98,1 (OCPs). Em ovos de Crocodylus moreletii (Belize)®' p,p-DDE, p,p’-DDT e
p,p’-DDD foram detectados no intervalo entre 12 — 291,1 ng g™’ de ovo. E, em
Alligator mississippiensis (Estados Unidos)®*> PCBs foram detectados no
intervalo entre 55,5 — 4667,0 ng g™’ de lipidio. Neste trabalho, os OCPs e PCBs
foram detectados em niveis similares aos encontrados em C. /atirostris e em C.

moreletii, contudo menores que os encontrados em A. mississippiensis.
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6 CONCLUSOES

A ocorréncia de OCPs e PCBs foi observada em ovos de Caiman yacare
na regido do Pantanal mato-grossense, em amostras coletadas em 2012 e
2013. Este é o primeiro registro de ocorréncia de POPs em animais no
Pantanal, ndo sendo possivel a comparagdao dos niveis encontrados com

outros estudos neste bioma.

O desenvolvimento deste trabalho foi pautado em um protocolo
estatistico e analitico, raramente utilizado, visando garantir a sua confiabilidade
analitica. Testes de exclusao de valores andmalos, de homocedasticidade e de
analise de variancias foram utilizados em todas as etapas analiticas. Os limites
de deteccdo e de quantificagdo do método foram obtidos por parametros
estatisticos a partir da curva extraida, possibilitando maior robustez e corre¢des

das perdas inerentes ao processo de extracao.

O método de extracao-solido liquido com particdo em baixa temperatura
€ um método de baixo custo e com uso recorrente em matrizes de origem
vegetal. Para deteccao de POPs em ovos de animais silvestres foi sua primeira
aplicacado. Esta aplicacdo foi possivel com o auxilio da quimiometria que
reduziu o numeros de experimentos durante a etapa de otimizagdo do método

e permitiu a determinacédo das melhores condi¢cdes de extracao.

Considerando que o método validado esteve dentro dos critérios aceitos
pelo INMETRO e que crocodilianos historicamente tém sido utilizados como
bioindicadores de contaminagao por POPs, o uso dos ovos desta espécie como
bioindicador € promissor. Porém, outros estudos sado necessarios, tais como
estudo de bioacumulagdo em tecidos e/ou 6rgaos, estudo de transferéncia
materna, determinagcdo de POPs no material do ninho e monitoramento de

agua das regides de coleta.

A deteccao destes compostos em ovos de jacaré-do-Pantanal em habitat
de pouca atividade agricola e industrial indica a ampla distribuicdo destes
poluentes e a possibilidade do uso de ovos desta espécie como bioindicador de
background de POPs.
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This paper presents the optimization of a method based on solid-liquid extraction followed by low-temperature
partition (SLE-LTP) for the determination of persistent organic pollutants (organochlorinated pesticides and
PCBs) in the eggs of the Pantanal caiman (Caiman yacare). The chemometric approach included a 2* factorial de-
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1. Introduction

In 2001, the United Nations for the Environment Protection (UNEP)
selected a group of twelve chemical compounds (or a class of com-
pounds) as the most important pollutants for global monitoring, the
so called persistent organic pollutants (POPs) [1]. These compounds
have a wide range of effects on living organisms, including cancer, aller-
gies, hypersensitivity, and nervous and reproductive disorders. POPs are
widely used in agriculture and industry. Furthermore, POPs are unin-
tentionally released from many anthropogenic activities around the
world and are characterized by their persistence in several environ-
mental areas, bioaccumulation and potential for long-range transport.
Nine additional compounds have been added to the original list of
POPs, and all of the 21 compounds are halogenated compounds.

The Latin America Regional Report on POPs monitoring [2] noted
that in this global region there are insufficient data on POPs in the envi-
ronment. The report also noted that some of the existing data are not
quality controlled, and because of this lack of quality control, the data
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UNESP — Univ. Estadual Paulista, P.O. Box 355, Araraquara, SP 14800-900, Brazil.
Tel.: +55 16 3301 9610.
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cannot be considered in the global scenario. The generation of data for
the occurrence of POPs and their dispersion with high analytical reliabil-
ity remains a critical issue for Latin America.

An organism (or part of an organism) used for the qualitative assess-
ment of the environment can be termed a bioindicator [3]. The choice of
bioindicators should depend upon the environment-specific information
to be studied and the ecological characteristics of the species occurring
at the site [4]. The use of eggs of wild animals as POP bioindicators, e.g,,
gulls [5-7], turtles [8-10] and crocodilians [11-13], has been reported.
Organochlorinated pesticides (OCPs) and polychlorinated biphenyls
(PCBs) are persistent organic pollutants, resistant to degradation, found
at higher concentrations at higher levels in the food chain,
bioaccumulating, toxic to wildlife [ 14] and can occur via maternal transfer
[15]. The use of bioindicators may facilitate the study of the occurrence of
these compounds in the environment, particularly in areas of environ-
mental conservation such as the Pantanal biome.

The Pantanal is located in the border area between Paraguay, Bolivia
and Brazil. The major portion of this area, approximately 150,000 km?,
belongs to Brazil, in the Brazilian states of Mato Grosso and Mato Grosso
do Sul. The Pantanal is considered the largest continuous floodplain in
the world [16], encompassing approximately 70% of the total area
[17]. The floodpulse, caused by seasonal rainfall patterns, is the main
factor contributing to the biodiversity and ecological processes of the
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Pantanal [ 18]. The Pantanal is a large refuge for species that are critically
endangered in the rest of Brazil, for example, the jabiru stork (Jabiru
mycteria), hyacinth macaws (Anodorhynchus hyacinthinus), bare-faced
curassow (Crax fasciolata) [19], marsh deer (Blastocerus dichotomus)
and pampas deer (Ozotocerus bezoarticus) [20]. The economic use of
the Pantanal should therefore be sustainable, and governments should
prevent the emergence of industrial activity around this unique wet-
land. Low-intensity cattle ranching and ecotourism have been the
main economic activities in the Pantanal in recent years [21].

However, because it is a flood plain inundated by the waters of the
High Paraguay Hydrographic Basin, the river waters that flood the re-
gion carry a variety of organic compounds, including POPs [22,23]. Rep-
tiles with temperature-dependent sex determination and oviparity can
be a good bioindicator for studying POPs in the environment [24,25].
The Caiman yacare is an abundant generalist species, at the top of the
food chain and with seasonal reproduction [20]. The eggs can therefore
be an interesting bioindicator for POPs.

Solid-liquid extraction followed by low-temperature partitioning
(SLE-LTP) is a simple and low-cost method, allowing both extraction
and cleanup in one step. The use of SLE-LTP has been reported for the
extraction of pyrethroids and organophosphates from fresh and proc-
essed foods [26,27], but no application of this method for the extraction
of POPs or for samples with a high fat content was found in the litera-
ture. SLE-LTP basically comprises four different factors: addition of an
extractor solvent, vortex homogenization, centrifugation and freezing
for phase separation. To optimize this method, the effects of these fac-
tors on the extraction of POPs were established.

Factorial design is useful when several factors are examined simulta-
neously. Factorial design is used to calculate the main effects and the in-
teractions between the factors with a reduction in the number of
experiments required for optimization.

A univariate optimization or single-factor design evaluates the ef-
fects of varying single factors on the response. Thus, each factor is ana-
lyzed separately. Each level of factor analyzed has a different
treatment, where the treatment is an incentive for the observation of
the effects in an experimental situation [ 28]. This method has the disad-
vantage of requiring a large amount of time to analyze the effect of each
variable and the lack of analysis of the interactions between all
variables.

In chromatography the multivariate statistical methods can be used
which require the user to supply minimum and maximum values for
each factor that defines the experimental domain to be investigated
during the optimization procedure [29].

Factorial design and response surface methodology have advantages
over the univariate methods in that these methods are used not only to
find the optimum but can also be used to examine how factors interact
and which conditions are the most crucial. Factorial design and response
surface methodology tend to provide a considerably better idea of the
overall effect of the experimental conditions [29-32]. The experimental
design has been used to optimize SLE-LTP or LLE-LTP (liquid-liquid ex-
traction with low-temperature partitioning) for pesticide determination
in tomatoes [26], water [33,34], potatoes [27] and benzodiazepine deter-
mination in human urine [35].

No available studies evaluate the main effects and interactions of
SLE-LPT on the determination of POPs in a complex matrix. The aim of
this work was therefore to optimize the SLE-LPT conditions for the de-
termination of OCs and PCBs in Pantanal caiman eggs using factorial de-
sign. The factors and effects studied were the quantity of extracting
solvent, vortexing time, centrifugation time and freezing time.

2. Experimental
2.1. Materials and chemicals

Analytical standards of o,p’-DDE ( CAS n°. 3424-82-6), p,p’-DDE (CAS
no. 72-55-9), o,p’-DDD (CAS no. 53-19-0), p,p’-DDD (CAS no. 72-54-8),

0,p’-DDT (CAS no. 789-02-6), cc-endosulfan (CAS no. 959-98-8), -
endosulfan (CAS n° 33213-65-9) and endosulfan sulfate (CAS
no.1031-07-8), with purities between 97 and 99.5%, were purchased
from Dr. Ehrenstorfer (Germany ). A standard solution containing a mix-
ture of PCBs, including the congeners 28 (CAS no. 7012-37-5), 52 (CAS
no. 35693-99-3), 101 (CAS no. 37680-73-2) and 180 (CAS no. 35065-
29-3) at 10 ng uL~ " in cyclohexane, was obtained from Dr. Ehrenstorfer
(Germany). The surrogate 1,2,4,5-tetrabromobenzene — TBB (97.0%,
CAS no. 636-28-2) — was obtained from Sigma-Aldrich (USA). The inter-
nal standard PCB 209 (CAS no. 2051-24-3) at 10 ng i~ ! in cyclohexane
was purchased from Dr. Ehrenstorfer (Germany). Acetonitrile (J.T.
Baker, USA), ethyl acetate and isooctane (Mallinckrodt Chemicals,
USA) of HPLC grade and anhydrous sodium sulfate (Synth, Brazil) of an-
alytical reagent grade were used as received.

Stock solutions were prepared separately in isooctane for each ana-
lyte in concentrations between 20 and 80 ig mL™". A solution contain-
ing all analytes at 500 ng mL™" was prepared from the stock solutions.
All solutions were stored at —18 °C.

22. SLE-LTP

To determine the best conditions for the extraction of OCs and PCBs,
a mixture containing two eggs from each nest (n = 15) was prepared.
The mixture was homogenized in a mixer and lyophilized. Lyophilized
eggs (2.0 g) were fortified with 90 pL of OCs and PCBs from the
500 ng mL~! solution (the working solution) and 20 pL of TBB at
750 ng mL~", vortexed and left to stand for 2 h at room temperature. Ul-
trapure water (4.0 mL) and a defined volume of extractor solvent (ace-
tonitrile:ethyl acetate) were added before this step. The samples were
then homogenized in a vortex blender, centrifuged at 2500 rpm and fro-
zen at — 18 °C. After freezing, the liquid phase was filtered through
glass wool fiber with 2.0 g of anhydrous sodium sulfate that had previ-
ously been conditioned with 500 L of extractor solvent at — 18 °C.The
frozen solid phase was washed three times with 500 L of extractor sol-
vent at — 18 ° C. The solvent was evaporated under N, and the residue
was recovered with 1.5 mL of isooctane and analyzed by GC-ECD (gas
chromatography with an electron capture detector). An internal stan-
dard (95 pL of PCB 209 at 80 ng mL™') was added with isooctane in
the recovery stage.

2.3. Apparatus

The GC-ECD system consisted of a Varian 450 gas chromatograph
(from Varian Instruments, USA) equipped with a 5*Ni ECD system.
The split/splitless injector operated in the splitless mode with the split
closed for 0.5 min. The injector and detector temperatures were set at
240 and 300 °C, respectively. The carrier gas was N at a flow rate of
0.7 mL min~—" for the ECD column. The makeup gas was N, at a flow
rate of 29 mL min—"'. A ZB-5 ms column (Phenomenex, USA) 30 m x
0.25 mm x 0.25 um with a guard column (10 m x 0.25 mm) was used.
The column temperature program was as follows: initial temperature
of 160 °C (held for 1 min), 3 °C min~" until 214 °C (held for 2 min),
0.8 °C min~! to 220 °C (held for 1 min), and finally 220 to 290 °C at
10 °Cmin~"! (held for 10 min at 290 °C). The injected sample volume
was 1 pL using the automatic injector.

24. Experimental design and data analysis

To avoid an exhaustive number of assays, the first optimization step
consisted of the use of a 2* full factorial design with three replicates at
the central point. The four factors chosen included the extractor solvent
volume, vortexing time, centrifugation time and freezing time. A total of
19 treatments were analyzed for the optimization based on the experi-
mental design (Table 1). The replicates at the center point have two
main objectives: provide a measure of pure error and stabilize the var-
iance of the predicted response [29]. Experiments were randomized to
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Table 1

Variables, levels and design matrix of the 2* factorial design used to optimize the SLE-LTP procedure,
Experiments ES® VT* cr FT*
(run order) (mL) (min) (min) (h)

Real Code Real Code Real Code Real Code

1(16) 12 + 5 + 15 + 12 +
2(8) 12 + 5 -+ 15 + 4 -
3(7) 12 + 5 + 5 - 12 +
4(3) 12 + 5 + 5 - 4 =
5(19) 12 + 1 = 15 + 12 +
6(14) 12 + 1 - 15 + 4 -
7(17) 12 + 1 - 5 = 12 +
8(12) 12 + 1 = 5 & 4 =
9(11) 8 - 5 + 15 + 12 +
10 (6) 8 - 5 4 15 * 4 -
11 (15) 8 - 5 -+ 5 - 12 +
12(13) 8 5 + 5 = 4 =
13 (18) 8 1 = 15 + 12 +
14 (5) 8 - 1 - 15 + 4 o
15 (10) 8 = 1 = 5 - 12 +
16 (4) 8 = 1 = 5 = 4 =
17C (1) 10 0 2 0 10 0 6 0
18C (2) 10 0 2 0 10 0 6 0
19C (9) 10 0 2 0 10 0 6 0
# Central point,
b Extractor solvent (6.5:1.5 acetonitrile:ethyl acetate).
€ Vortexing time.

d

e

Centrifugation time.
Freezing time.

minimize the effect of unexplained variability in the actual responses
due to extraneous factors [36].

The recovery for each analyte was determined by comparison be-
tween the chromatographic area obtained for the spiked samples after
extraction and the area for the control sample extract fortified with
the analytes just before injection. In both cases, the concentration for
each analyte corresponded to 22.5 ng g~ ' of sample. The factorial de-
sign was evaluated from the normalized recovery responses (R;,) ob-
tained in each of the 19 experiments (results provided in Table 2). The
responses were calculated with Eq. (1) [37,38]:

Rn :X[Rx/Rx[mam:l (l)

where x is the analyte identity (PCB 28; PCB 52; o,p’-DDE; PCB 101; o~
endosulfan; p,p’-DDE; o,p’-DDD; [>-endosulfan; p,p’-DDD; o,p’-DDT;
endosulfan sulfate and PCB 180), Ry is the recovery obtained for com-
pound X, and Ry(max) is the maximum recovery for compound x in all
19 factorial design experiments.

The experimental data were processed using Microsoft Excel 2007®
and GNU-Octave 2.1.72. The effects and influences of the levels of each
factor were determined according to Cunico et al. [39].

The significance of the effects was determined by an analysis of var-
iance and using Student's t-test significance levels for n — 1 degrees of
freedom with a statistical significance of 0.05. This value represents
the probability of the effect of a factor being due solely to random
error. Thus, if the effect is larger than t-critical, the effect of the

Table 2
The recoveries obtained for the GC/ECD after each SLE-LTP test with the normalized responses obtained for each experiment.
Design matrix Recovery/%
Run ES VI FT CT PCB28 PCBS52 op-DDE P(B101 AENDOS' pp-DDE op-DDD B ENDOS® p.p-DDD op-DDT ENDOS P(B180 Normalized
SULF response?

1 + + ' <+ Bl 96 12 23 110 55 1 17 17 13 45 52 554
2, + + + - M1 100 40 36 119 80 62 95 60 39 97 38 1024
3 + + - + 42 116 38 18 112 77 57 76 63 42 81 55 9.86
4 + + = = 21 54 22 14 7 40 29 42 44 20 91 8 567
5! g =3 + =+ 12 105 16 5 88 44 25 36 28 17 50 19 499
6 % = + - 37 107 31 25 96 86 55 73 55 46 94 70 9.89
7 + - - + 25 97 21 15 102 58 35 48 40 28 59 36 6.81
8 + - - - 21 124 41 12 119 92 33 62 43 31 64 37 8.14
9 = + + =+ 17 96 9 11 104 45 8 1 11 7 24 36 404
0 - + + - 21 107 9 1 119 52 9 14 12 8 24 46 463
1 - + - 4+ 17 94 22 2 95 47 33 50 38 20 75 18 598
12 + = = 1 79 15 4 81 41 23 37 25 14 35 16 433
13 = . = 19 126 22 12 108 60 36 57 39 23 52 41 6.88
14 - = + - 18 20 23 4 95 55 35 52 36 23 54 26 6.09
15 = = - 4+ 2 94 28 8 94 55 38 57 42 23 64 17 6.52
16 - - - - 16 165 21 78 90 48 27 39 26 18 39 7 6.32
7 0 0 0 0 30 80 48 22 75 58 46 65 50 30 93 12 791
8 0 0 0 O 18 103 18 2 124 84 27 35 34 25 59 18 6.24
9 C 0 0 0 0 25 16 41 18 24 58 40 56 47 27 64 10 6.15
* a-Endosulfan.

® B-Endosulfan.
© Sulfate endosulfan.
4" Normalized responses obtained using Eq. (1).
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25  Normal probability

* ESVT

4 VTCT
+ ESVTCT

+ ESVTFT

* ESFT

Effects

¢ CTFT

-25

Fig. 1. Normal probability vs. effects. ES: extractor solvent (6.5:1.5 acetonitrile:ethyl acetate); VT: vortexing time; CT: centrifugation time; FT: freezing time.

corresponding factor is significant. The effects and significance of the
variables in the SLE-LTP were evaluated using Pareto charts [40].

More experiments can be performed in addition to those of the fac-
torial design and the results can be used to determine a quadratic re-
sponse surface for the significant effects [41].

3. Results and discussion
3.1. Recovery results

The recoveries varied between 2% (PCB 101) and 165% (PCB52). Due
to the difficulty of working with individual recoveries to optimize a
multiresidue analysis, we opted to calculate the effect from the normal-
ized response. The recovery results for each analyte obtained in the ex-
periments and normalized response for each experiment are shown in
Table 2.

The PCBs can have minor recoveries because they are nonplanar
congeners, with octanol/water partition coefficient (Ko,) slightly

Table 3
2% complete factorial design matrix obtained after removal of the column “FT” from
“Factor” in Table 2.

EXP* Factors X; $2: n Vi
ES® VI© cr
1 + + + 7.70 935 2 1
2 - - - 6.20 0.03 2 1
3 + = = 9.02 1.52 2 1
4 + + = 7.95 1045 2 1
5 - + b 5.01 1.88 2 1
6 - - + 6.70 0.07 2 1
7 - + 5.90 164 2 1
8 + = 448 0.05 2 1

X;: corresponds to the averages of normalized response; s%,,: variance of each experiment;
n: number of replicates performed for each experiment; v;: number of replicates
performed for each experiment (n — 1).

@ Experiments,

b Extractor solvent.

€ Vortexing time.

4 Centrifugation time.

smaller than the planar congeners, DDT, DDD and DDE, whose extrac-
tion is difficult with acetonitrile through m interactions [42].

3.2. Effect results

The extractor solvent produced the largest positive effect (+2.04)
and 2nd-order interaction, between centrifugation time and freezer
time produced the greatest negative effect (— 1.76). The main effect
for freezer time was virtually nil. The other effects between + 1.0385
(2nd-order interaction extractor solvent and vortexing time) and
—1.3518 (3rd-order interaction extractor solvent, freezing time and
centrifugation time) are possibly noise.

From these data, we constructed a normal probability plot (Fig. 1),
where it can be noted that the factor producing the most positive effect
is the extractor solvent. The signals in the middle of the graph are noise
and do not produce significant effects.

After reorganization, the original data were re-allocated. Conse-
quently, the design was reduced from a 2* matrix (with 16 experiments
without replicates) to a 2* complete factorial matrix, now with each
combination of experiments having two replicates. In this case, it was
possible to calculate the experimental error and the error for each effect,
as previously demonstrated and shown in Table 3.

Using the replicates, it is possible to calculate the experimental var-
iance (3.12) and the experimental error (1.76). The calculated values of
the variance for each effect and the error for each effect were 0.78 and
0.88, respectively.

The t-critical can be calculated with 8 degrees of freedom: 0.88
x 2.31 (t-value with a 95% confidence level). The calculated t-critical
was 2.04. The effects and significance of the variables in the SLE-LPT sys-
tem were evaluated using Pareto charts (Fig. 2). The only significant ef-
fect was extractor solvent, but each effect can be analyzed separately
before constructing the response surface.

3.3. Main effects

The proposed SLE-LTP proposed has four distinct stages: addition of
extractor solvent (ES), agitation (VT), centrifugation (CT) and freezing
(FT).
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The major positive effect was the ES (2.04), i.e., to improve the
efficiency of the extraction, the volume of extractor solvent should
be 12 mL, as expected, because the higher the amount of solvent,
the greater will be the solubilization of analytes.

The FT as a main factor has no influence on the extraction, possibly
because the system reaches equilibrium after freezing and partitioning.

The higher the VT the more effective the extraction. However, this
factor, as a main effect, has a slightly negative effect, but the effect is
not significant. However, VT has a significant positive effect on the
2nd-order interactions, as explained below.

3.4. 2nd-order interactions

The 2nd-order interactions exhibit a positive effect from the interac-
tions between ES:VT (1.04) and VT:CT (0.72). The extraction is more
efficient with a volume of 12 mL of extractor solvent, a vortexing time
of 5 min and a centrifugation time of 15 min.

The largest negative interaction of all of the effects was observed in
the interaction between CT:FT (— 1.76). These factors should therefore
be run on opposite levels: for example, shorter centrifugation time
(5 min) and longer freezing time (12 h).

3.5. 3rd-order interactions

The interactions of three factors when compared with the interac-
tions of ES:VT:FT (0.26) and ES:VT:CT (0.71) show a reduction of the ef-
fect when the associated factor is the freezing time.

The interactions between freezing time and centrifugation time al-
ways have a negative effect, namely, —1.35 and —1.02 for interactions
ES:CT:FT and VT:CT:FT, respectively. This suggests that the higher freez-
ing time associated with higher centrifugation time results in the large
negative effect on the SLE-LPT process.

3.6. 4th-order interactions
When all factors are associated at their highest level, the effect is

slightly negative (— 0.31) due to the interaction between the maximum
levels of freezing time and centrifugation time, as shown previously.
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3.7. Response surface

The experimental results were subjected to Student's t-test and
were considered significant, with the main effect being the volume of
solvent (2.04). The effect of the 2nd-order for the interaction between
centrifugation time and freezing time was the most negative effect
(—1.76), not significant but a high negative effect. Therefore it is consid-
ered important to construct the response surface.

The interpretation can be facilitated with the support of a response
surface (Fig. 3) constructed from all experiments (considering only
the volume of the solvent and vortexing time as important factors),
which resulted in four different experiments with four values of repli-
cates, and the triplicate central point, in which the responses obtained
for all the experiments in terms of levels and factors studied are repre-
sented. The response was assessed as a function of the main, quadratic
and interaction effects of the vortexing time and extractor solvent.

Therefore, the factors that contributed to better extraction of the
analytes were the highest volume of extractor solvent and longer dura-
tion of vortexing. Considering the negative effect of the interaction be-
tween centrifugation time and freezing time, these factors should be
executed on opposite levels. For continuation of the work, we opted
for a shorter centrifugation time and longer freezing time because
their opposite interactions were not considered significant.

The optimized method includes 12 mL of extractor solvent, 5 min of
vortexing time, 5 min of centrifugation time and 12 h of freezing time.
Under these conditions, the average recovery was 61% with a 15% RSD
for 22.5 ng g~ ' of sample. In this study, was verified that the SLE-LTP
method, a rapid and economical method for cleanup and extraction in
one step that efficiently extracts organophosphates and pyrethroids,
can also be promising for the extraction of organochlorine compounds
from a complex matrix.

4. Conclusions
The method of optimization by factorial design helps us to deter-

mine the factors that have the most significant effects on the response
and how the effect of one factor may interact with another factor.

p=0,05

T - -aa7

VT:FT - 018

ES:ET - on
essvicerr I s

30

Standardized Hfecl Eslimale (absolule value)

Fig. 2. Pareto charts for SLE-LPT system. ES: extractor solvent (6.5:1.5 acetonitrile:ethyl acetate); VT: vortexing time; CT: centrifugation time; FT freezing time.
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Fig. 3. Response surface for the proposed planning. ES: extractor solvent; VT: vortexing time.

We highlight the difficulty for the analysis of nonpolar analytes in li-
pophilic samples, which presents a great variability of substances due to
sample complexity. However, chemometrics shows itself prominently
in environmental studies because chemometrics is used as a helper
tool without limitations to optimization of the experiments.

Without the factorial design, it would not be possible to determine
which factors are significant for the extraction or how the interactions
of different factors could influence the process. With a multivariate op-
timization system, it can be verified, with a reduced number of experi-
ments, what the best conditions are for ESL-PBT for the extraction of
organochlorine compounds from the eggs of the Pantanal caiman.
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ANEXO B — Autorizagao do SISBIO para coleta dos ovos

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacéo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica
Numero: 27347-2 I Data da Emissao: 22/05/2013 10:17 I Data para Revalidacao*: 21/06/2014

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagcdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas deveré ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular
Nome: Demétrio de Abreu Sousa CPF:700.578.691-20

Titulo do Projeto: Ocorréncia de poluentes organicos persistentes em ovos de jacaré-do-Pantanal (Caiman crocodilus yacare).

Nome da Instituicéo : Instituto Federal de Educacao Ciéncia e Tecnologia CNPJ: 10.784.782/0001-50

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio (més/ano) |Fim (més/ano)
1 | Analise bromatologica de acordo com AOAC 02/20 04/2011
2 | Levantamento de dados da distribuicdo de ninhos no Pantanal em cada ano corrente 02/20 12/2014
3 | Coleta dos ovos nas regioes selecionadas 02/20 12/2014
4 | Otimizacao e validacao de método para analise em ovos 03/2011 04/2012
5 | Testes biologicos 03/2011 12/2013
6 ] Analise das amostras 05/2012 12/2014
7 | Tratamento dos dados 01/2014 06/2014
8 | Redacao e submissao de artigos cientificos 07/2014 10/2014

Observagoes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territorio nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e

1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difuséo ou a pesquisa, estéo sujeitas a autorizagao do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizagao NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgao gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagao
federal cujo processo de regularizacdo fundidria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugao Normativa IBAMA n° 154/2007 ou na Instru¢ao Normativa ICMBio n°® 10/2010, no quej
3 | especifica esta Autorizagao, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no &mbito do ensino superior.

A autorizagao para envio ao exterior de material biologico nao consignado devera ser requerida por meio do enderego eletronico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
4 | Licenga para importagao ou exportacao de flora e fauna - CITES e nao CITES). Em caso de material consignado, consulte www.icmbio.gov.br/sisbio - menu
Exportagao.

O titular de licenca ou autorizagao e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

5 | ao grupo taxonémico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condicéo in situ.

O titular de autorizacao ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagao da legislagao vigente, ou quando da inadequacao,

6 | omissdo ou falsa descri¢do de informagées relevantes que subsidiaram a expedi¢ao do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagdo ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material biolégico coletado apreendido nos termos da legislacéo brasileira em vigor.

Este documento nao dispensa o cumprimento da legislagao que dispoe sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territério nacional, na

7 | plataforma continental e na zona econémica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccao e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores informacées em www.mma.gov.br/cgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autorizagao devera contactar a administragao da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedices, as condigoes para realizagao das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

As atividades contempladas nesta autorizagao NAO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
espécies ameacadas de extingéo, sobreexplotadas ou ameacadas de sobreexplotacéo.

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# Municipio UF | Descricao do local Tipo

1 | CACERES MT Fazendas particulares que desenvolvem o sistema ranching Fora de UC Federal
2 | POCONE MT Fazendas particulares que desenvolvem o sistema ranching Fora de UC Federal
3 | BARAO DE MELGACO MT Fazendas particulares que desenvolvem o sistema ranching Fora de UC Federal

Este documento (Autorizag@o para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n?154/2007. Através do cédigo
de autenticagao abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Caodigo de autenticagdo: 43755729 I‘I‘“lll""““

[ Pégina 1/3 |
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
' Sistema de Autorizagao e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica
Numero: 27347-2 Data da Emissao: 22/05/2013 10:17 Data para Revalidacao*: 21/06/2014

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Demétrio de Abreu Sousa CPF: 700.578.691-20

Titulo do Projeto: Ocorréncia de poluentes organicos persistentes em ovos de jacaré-do-Pantanal (Caiman crocodilus yacare).

Nome da Instituicdo : Instituto Federal de Educacéo Ciéncia e Tecnologia CNPJ: 10.784.782/0001-50

Atividades X Taxons
[#1] Atividade | “Taxons
[ 1_] Coleta/transporte de amostras biologicas in situ | Caiman crocodilus yacare

Material e métodos

[ 1] Amostras biologicas (Répteis) [ Ovos

[2 ] Método de captura/coleta (Répteis) | Coleta manual

Destino do material biolégico coletado

Nome local destino Tipo Destino

=

Instituto Federal de Educacao Ciéncia e Tecnologia Laboratério de Bromatologia

2 | Universidade Estadual Paulista Laborat6rio de Quimica Analitica / Ambiental

Este documento (Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucdo Normativa n?154/2007. Através do cédigo
de autenticac@o abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Registro de coleta imprevista de material bioldgico
De acordo com a Instrugdo Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato nao
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
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preferencialmente, em colegao biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegoes Biolégicas (CCBIO).
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