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Resumo

Os poluentes organicos persistentes (POPs) incluem substancias
sintéticas pertencentes a diferentes fungdes organicas, dentre eles os
pesticidas organoclorados (OCPs) que apresentam alta toxicidade aos
seres humanos e animais, por serem 0s mais persistentes e
bioacumulaveis. Desta forma o monitoramento biolégico e ambiental se
faz necessario, para que se tenha maior controle com relacido a
utilizagdo irresponsavel deste produtos. Embora haja varias
metodologias analiticas relatadas na literatura especializada para efetuar
as determinagbes destes pesticidas, estas apresentam algumas
dificuldades, requerendo varias etapas para efetuar o clean up da
amostra. O trabalho proposto objetivou otimizar uma nova metodologia
analitica que permitiu efetuar a extragdo dos pesticidas organoclorados
em tecidos de peixes, empregando a acetona como solvente, assistida
por banho de ultrassom, tornando o método mais rapido e deixando as
etapas posteriores para purificagdo da amostra menos onerosas. O
limite de detecgdo para o instrumento variou de 0,1ppb a 0,05ppb,
dependendo do pesticida de interesse e o limite de detecgdo do método
variou entre 0,2ng/gpeixe) @ 0,01 Ng/gpeie)y dependendo do pesticida.
Foram avaliadas as recuperagdes dos pesticidas em estudo em
amostras fortificadas e os valores médios sdo apresentados da seguinte
forma: Heptacloro=84,7+9,8%); Aldrin=87,313,5%;
Endosulfan=101,418,6%; DDE=90,513,3%; Endrin=102,2+13,8%;
DDD=92,1£19,9%; DDT=90,816,8%. As amostras reais apresentaram
valores dentro do limite permitido pela legislacédo e baixos valores de

erros

Palavras-chave: Pesticidas, organoclorados, ultrassom, peixes,
extracao
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Abstract

Considering that persistent organic pollutants (POPs) including synthetic
substances belonging to differents organic functions, including organochlorine
pesticides (OCPs), which are the most persistent and bioaccumulative, with
high toxicity to humans and animals. Accordingly environmental and biological
monitoring is necessary, in order to have greater control regarding the
irresponsible use of these products. Though there are several analytical
methodology reported in the literature to make determinations of this pesticide,
they present some difficulties, requiring several steps to make the clean up of
the sample. The proposed project aims to optimize a new analytical method that
allows to perform the extraction of organochlorine pesticides in fish tissues,
employing acetone as solvent assisted by ultrasound bath, making the method
more quickly and not requiringfurther steps to purify the sample. Were analyzed
the recoveries of pesticides in study in samples of tilapia average values:
Heptachlor=84,7+9,8%; Aldrin=87,313,5%; Endosulfan=101,4+18,6%; DDE=
90,5+ 3,3%, Endrin=102,2+13,8%., DDD=92,1£19,9%; DDT=90,846,8%. The

real samples showed values granted for our legislation and low values of error.

Keywords: Pesticides, organoclhorine, ultrasound, fish, extraction.

11



1. Introducéo
1.1. Pesticidas organoclorados e o meio ambiente

Os produtos quimicos melhoram nossa qualidade de vida, mas
alguns provocam importantes efeitos colaterais, prejudiciais a saude humana e
aos ecossistemas (Flores et al, 2004). Se por um lado os pesticidas permitem
que a produgédo cresga, por outro lado causam problemas ao ambiente (solos,
rios, lengois freaticos, atmosfera), rompendo o ecossistema natural, ou
principalmente, atingindo diretamente a saude do ser humano. Da mesma
forma, os Produtos Organicos Persistentes (POPs) representam uma classe de
poluentes quimicos que podem trazer sérias ameacgas aos Seres Vivos e ao
meio ambiente, quando expostos a eles (Zilgio, 2004). Isso porque possuem
propriedades toxicas, sao resistentes a degradacgdo, se bioacumulam, sao
transportados pelo ar, pela agua e pelas espécies migratdrias através das
fronteiras internacionais e depositados distantes do local de sua liberagao,
onde se acumulam em ecossistemas terrestres e aquaticos (Duarte, 2002).
Segundo Felix e colaboradores (2007) as caracteristicas de persisténcia,
lipossolubilidade e semi-volatilidade conferem a habilidade de resistir a
degradacéao, bioacumularem, seres transportados a longas distancias e assim,
devido as propriedades farmacolégicas de suas moléculas, causarem efeitos
adversos a saude humana e ao meio ambiente. Além de que, esses compostos
permanecem no meio ambiente por longos periodos de tempo resultando na

bioacumulagao ao longo da cadeia alimentar (Felix et al, 2007).

A presenga dos poluentes organicos persistentes no meio
ambiente € uma das grandes questdes da atualidade, tanto pelos seus efeitos
comprovadamente adversos, quanto pelo fato de nao respeitarem fronteiras
(Duarte, 2002). Os seres humanos ficam expostos aos POPs através da
alimentacao, de acidentes e através da poluicdo ambiental. A maior parte da
exposicdo humana, a esses compostos organicos, € atribuidas a rede de
alimentagdo. A contaminagdao do leite, inclusive materno, com POP é um
fendmeno mundial (Flores et al, 2004). A exposi¢cao ocupacional ou acidental a
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alguns POPs revela-se muito preocupante para a saude humana,
principalmente por essas atividades de alto risco englobam a agricultura e a
manipulagao de residuos perigosos. Entre os inumeros efeitos dos POPs para
a saude estdo uma ampla variedade de efeitos biolégicos como os defeitos
congénitos em seres humanos e em animais, o céancer, ma-formacao de
humanos e animais de todo o mundo, alergias e hipersensibilidade, além de
doencas do sistema nervoso e periférico. Supbe-se que as doencas
reprodutivas sejam causadas por produtos quimicos que rompem as fungdes

endocrinas (Felix et al, 2007).

Mesmo presente em concentragdes pequenas os POPs podem
destruir, desorganizar ou inferir na rede hormonal dos seres humanos e dos
animais (sistema enddcrino). Dessa forma, esses destruidores enddcrinos séo
responsaveis por uma série de efeitos, como o aumento da incidéncia de
cancer de mama, da prostata e dos testiculos, danos ao sistema nervoso,

doencas do sistema imunoloégico (Flores et al, 2004, Duarte, 2002).

Na agricultura os inseticidas organoclorados foram amplamente
utilizados, mas causaram danos irreversiveis ao meio ambiente, devido a sua
persisténcia, alguns chegaram a permanecer no solo por mais de trés décadas

apos a sua aplicagao (Felix et al, 2007).

A contaminacédo do solo tem-se tornado uma das preocupacdes
ambientais, uma vez que, geralmente, a contaminagao interfere no ambiente
global da area afetada (solo, aguas superficiais e subterraneas, ar, fauna e
vegetacao), podendo mesmo estar na origem de problemas de saude publica
(Flores et al, 2004, CETESB, 2006). Um solo contaminado, pode entdo ser um
problema para o lencgol freatico, compromete a producdo de alimentos e
consequentemente o topo da cadeia alimentar, pelo fato de intoxica-los (Felix
et al, 2007).

Os pesticidas sdo um dos componentes que atingem o solo e o
contaminam. Uma vez no solo, as moléculas dos pesticidas podem ser
transportadas em grandes quantidades, pelas aguas das chuvas. A lixiviagao
dos pesticidas, dependendo do perfil dos solos, pode causar a contaminagao

13



de lencgois freaticos, cuja descontaminagdo apresenta grande dificuldade, e
podem afetar os proprios cursos de agua superficiais (Tomita e Beyruth, 2002).
A Figura 1 mostra o movimento desses produtos em ecossistemas. A partir dai
€ possivel observar a importancia do solo, como via de propagacdo de
poluentes, para o risco de poluicdo das aguas, uma vez que tais produtos néo

tenham sido manejados corretamente (Felix et al, 2007).

Deriva

4
N

[ Escoamento supemcsal|

| A 4
|Agr010xic0| !
| Volatizacdo l

Organismos

Aguaticos v
I — . Agua subterranea

Sedimento
Figura 1. Movimento dos pesticidas no ecossistemas

P»O>r—<—x—r

1.1.1. Algumas consideracdes sobre os pesticidas organoclorados

(POPs)

Sao conhecidos doze POPs: os pesticidas aldrin, dieldrin, endrin,
clordano, DDT, heptacloro, mirex e toxafeno; os quimicos de aplicagao
industrial (como as bifenilas policloradas PCBs) e hexaclorobenzeno; os
residuos ou subprodutos ndo intencionais (como as dioxinas e furanos). Tais
poluentes podem ser encontrados nos seis continentes do mundo, mesmo em
regidoes onde nunca foram fabricados ou manipulados. Todavia, a maioria deles

ja foram banidos ou tiveram seu uso reduzido em boa parte do mundo.
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O DDT (dicloro-fenil-tricloroetano) foi sintetizado pela primeira vez
em 1874 por Othmar Zeidler, mas somente em 1939 Paul Muler descobriu suas
propriedades inseticidas. No principio, o DDT foi considerado um pesticida
ideal devido a alta toxicidade para insetos, grande efeito residual e baixo custo
financeiro. Pensou-se até que ele seria capaz de erradicar a malaria de todo o
planeta. Porém, com o tempo, os insetos passaram a desenvolver resisténcia a
sua acao e seus impactos negativos no ambiente foram evidenciados. O DDT
pode sofrer transformacéo por duas vias: uma oxidativa e outra redutiva (You et
al, 1996). Na via oxidativa, a molécula do DDT perde o atomo de cloro e outro
de hidrogénio transformando em DDE (dicloro-difenil-dicloroetileno). Ja na via
redutiva ha apenas a perda de um atomo de cloro, com consequente formacéao
do DDD (dicloro-difenil-dicloroetano). O DDD também possui certa toxicidade
para insetos. Ao mesmo tempo apresenta-se menos toxico para peixes que o
DDT, sendo usado como inseticida nos casos em que tal caracteristica tornava-
se importante (Clark, 2001). Ja o DDE é metabdlito com baixa toxicidade para
insetos, por isso nao foi utilizado como pesticida. Também para animais de
laboratdrio ele se apresenta muito menos toxico do que o DDT. Em
compensagao € o composto do grupo encontrado em maior concentragdo nos

organismos.

O grupo dos “drin” (aldrin, endrin, dieldrin e isodrin) sdo inseticidas
fabricados em laboratérios que ndo ocorrem naturalmente no ambiente, sendo
que sua misturas técnicas tem uma pureza de no minimo 85%. O aldrin
facilmente é degradado a dieldrin (mais resistente a boitransformacao e a
degradacao abidtica), tanto em seres vivos como no meio ambiente. O uso dos
drins foi banido em 1974 pelo EPA (Agéncia de Prote¢cao Animal — EUA), sendo
liberado somente para o combate contra cupins, porem, em 1987 foi banido
para qualquer uso nos Estados Unidos. No Brasil, teve seu uso,
comercializagao e distribuigao proibidos pela portaria 329, de dois de setembro
de 1985, do Ministério da Agricultura.(ATSDR). O endrin, um estereoisémero
do dieldrin, foi utilizado em varios paises como inseticida, rodenticida e avicida,
sendo que seu uso declinou a medida que a resisténcia desenvolvida pelos

insetos crescia,(Cipro, 2007).
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O endosulfan € um inseticida de aplicacéo foliar nas culturas de
algodéo, café, cana-de-agucar e soja. Devido ao seu carater altamente toxico,
a Anvisa determinou em 2010 o banimento do ingrediente ativo endosulfan no
Brasil. A resolucdo RDC n° 28, de 9 de agosto de 2010 estabelece que o
endosulfan n&o podera ser comercializado no Brasil, a partir de 31 de julho de
2013. A partir de 2011, o produto ndao poderia ser mais importado e a
fabricagdo em territério nacional sera proibida a partir de 31 de julho de 2012,
(ANVISA, 2011).

O heptacloro € metabolizado em solos, plantas e animais para
heptacloro epdxido, que é mais estavel em sistemas bioldgicos, além de
cancerigeno. No solo de regides temperadas o tempo de vida médio € de 0,7 a
2 anos. E provavelmente o POP mais ativo no Brasil, entre 1961 a 1982, 4,7 mil
toneladas foram importadas, mas nao se tem informacdo de existéncia de
producdo nacional. Segundo dados do Ministério do Desenvolvimento da
Industria e Comércio (MDIC), entre 1989 a julho de 2003 o total importado foi
de 1,7 mil toneladas (Almeida et al, 2007).

Dentre esses compostos foram escolhido sete para estudo em
nosso trabalho, e sdo os mesmos listados abaixo (Figura 2 segue com as

estruturas dos pesticidas escolhidos):

e p,p-DDT
e p,p-DDE
e p,p-DDD
e Aldrin
e Endrin

e Heptacloro

e Endosulfan

16
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Figura 2. Estruturas representativas dos pesticidas organoclorados estudados nesse

trabalho

Devido a todos esses fatores, uma serie de métodos analiticos
foram desenvolvidos para a determinagao desses produtos nos mais diferentes

meio, desde agua e solo até mesmo em animais marinhos, aves e mamiferos.

1.2. Limites Maximo de Residuos

Os Limites Maximos de Residuos (LMR) representam a maxima
concentragdo de um residuo de pesticidas (expresso em mg/kg) legalmente
permitida nos produtos alimentares e para alimentagcdo animal. Estes sao
baseados em dados obtidos através de boas praticas agricolas. Os alimentos
que obedecem aos respectivos LMRs sdo toxicologicamente acetaveis.
Quando os LMRs sao excedidos é realizada uma comparagéo da exposi¢cao
com a dose diaria aceitavel (ADI) e/ou a dose de referencia (ARfD/DAR) de
forma a se conhecer se existem ou ndo possiveis danos croénicos ou agudos

para a saude (Brussel, 2008).
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As diferengas existem nos limites maximos legalmente
estabelecidos devem-se ao fato das praticas agricolas diferem de pais para
pais. Contudo, a maioria dos paises mundiais segue os padrdes internacionais
da Comissédo do Codex Alimentarius ou simplesmente designado como Codex
fa FAO/OMS. Os teores maximos de residuo do Codex sdo analogos aos LMR
(designados por niveis de tolerancia) estabelecidos nos Estados Unidos da
América pela Environmental Protection Agency (EPA). As diferengas que se
observam entre eles sdo devidas essencialmente ao uso de um grupo de
dados diferentes e/ou de métodos diferentes para o controle das producdes
(Jongen, 2005).

Atualmente o LMR serve para regular o comeércio internacional e,
assim, minimizar a utilizacdo errbnea de pesticidas em culturas e produtos
agricolas. O agricultor ndo tera problemas nas exportagbes se cumprir
escrupulosamente as instrugdes contidas nos rétulos dos pesticidas, uma vez
que sao indicadas claramente as doses, as concentragcdes, o numero de
aplicagdes e o intervalo de seguranga do produto que garantem aqueles
valores (Cunha, 2007).

No Brasil, os LMRs sdo regulamentados pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA — Instru¢gdo normativa de numero
17, de 29 de maio de 2013) a partir do Plano Nacional de Controle de Residuos
e Contaminantes (PNCRC) que é um programa federal de inspegao e
fiscalizagao das cadeias produtivas de alimentos, baseado em analise de risco,
que visa monitorar a efetividade dos controles implementados pelos sistemas
de produgao e a respectiva qualidade e seguranga dos produtos de origem
animal e vegetal disponibilizados ao comeércio e ao consumo. Este
monitoramento oficial é realizado por meio da verificacao da presenca de niveis
de residuos e substancias quimicas potencialmente nocivas a saude do
consumidor, tais como residuos de produtos veterinarios, de agrotoxicos ou
afins, e de contaminantes quimicos, e que tem como um de seus principais
objetivos o fornecimento de garantias de um sistema que provenha a
segurancga e a inocuidade dos alimentos disponibilizados aos consumidores e
que seja equivalente aos requisitos sanitarios internacionais estabelecidos pleo
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MERCOSUL, CODEX, OMC, e ¢6rgao auxiliares (FAO, OIE, WHO) (PNCRC,
2013).

O PNCRC Animal se constitui em uma ferramenta de “Gerenciamento de
Risco” com o objetivo precipuo de promover a garantia de qualidade do
sistema de producdo de alimentos de origem animal ao longo das cadeias
produtivas. O plano de amostragem do PNCRC/Animal segue a recomendacgao
do Codex Alimentarius, sendo baseada em conceitos estatisticos de
populagao, prevaléncia de ocorréncias de violagdes e intervalo de confiangca da
amostragem (PNCRC/Animal, 2013).

1.3. Peixes de agua doce
1.3.1. Aquicultura e piscicultura no Brasil

A piscicultura € uma atividade milenar com destaque em diversas
regides do mundo. No Brasil, a produgdo de peixes, ou piscicultura, tem
apresentado um grande crescimento com destaque para a tilapia e alguns

peixes nativos como o tambaqui, o pacu e mais recentemente o pirarucu.

Quando comparada aos outros segmentos de produgcdo animal, a
aquicultura ou o cultivo de organismos aquaticos, incluindo peixes ostras,
camarodes, se destaca em nivel mundial com 15,7% de crescimento médio
entre 2007 e 2010, enquanto a taxa de crescimento do segmento de bovinos,

frangos e suinos obtiveram queda de 8,6%, 9,2% e 12,9%, respectivamente.

Por sua vez, a pesca extrativa tem apresentado tendéncia de queda ou
estagnacado desde os anos 90. Com a exaustao do setor extrativo nas ultima
décadas, o rapido crescimento da aquicultura tem sido a unica forma de
acompanhar esta crescente demanda do consumo de pescado no contexto

mundial.

Segundo levantamento estatistico divulgado pelo ministério da pesca e

aquicultura em 2010, a produgdo de peixes atingiu 60,2% de crescimento
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apenas entre 2007 e 2009. Isoladamente, a producédo de tilapias aumentou
105% em apenas sete anos (2003-2009) (SEBRAE, 2013).

Segundo dados de 2009 do ministério da agricultura, pecuaria e
abastecimento, o Brasil possui um grande potencial para o desenvolvimento
para o desenvolvimento da aquicultura, constituido por 8400 km de costa
maritima, 5500000 hectares de reservatérios de 4aguas doces,

aproximadamente 12% da agua disponivel no planeta.

A expansao da aquicultura no Brasil destaca-se pela velocidade no
aumento das areas ocupadas pelas fazendas de cultivo e na modernizagao da
tecnologia envolvida na pesca extrativa, onde os principais produtos séo
camardes, as lagostas, peixes congelados e frescos, responsaveis pelo
fornecimento de proteina animal de qualidade para a mesa da populacéo
brasileira e mundial (MAPA-PNCRC, 2009).

Segundo o Ministério da Pesca e Aquicultura as espécies mais
cultivadas no sul e sudeste do Brasil sdo as tilapias, carpas, ostras e
mexilhdes. Nos parques aquicolas continentais, os peixes preferidos sdo a
tilapia, pacu, tambaqui e Piratininga. Outras espécies devem fortalecer a
aquicultura nacional nos proximos anos, como O pirarucu, proveniente da
Amazobnia, considerado um dos maiores peixes de agua doce do mundo,
podendo alcangar até 10 quilos no primeiro ano de cultivo com rendimento de
carcacga de aproximadamente de 50%. O Brasil possui cerca de 40 espécies de
peixes de agua doce com potencial para cultivo, entre outras marinhas. Estas
espécies da fauna brasileira sdo o foco do estudo da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria — Embrapa Pesca Aquicultura e Sistemas Agricolas,
criada em 2009, com o apoio do Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA,
2013).

1.3.2. Peixes como biomonitor

Turing (1947) declarou que os peixes constituem um parametro muito

util do estado real de pureza de uma agua. Nenhum copo d’agua pode ser
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considerado em condigdes satisfatérias se nele ndo viverem e proliferarem
peixes (Rocha et al, 1985).

O termo bioacumulacdo refere-se a assimilagdo e retengdo de
agentes quimicos presentes no ambiente através da via respiratoria, dérmica
ou digestiva, a partir de qualquer tipo de fonte do compartimento aquatico, seja

dissolvido, associado ao sedimento ou a outros organismos (Amyot, 1996).

A bioconcentragdo por sua vez, refere-se exclusivamente a
acumulagao a partir da fase aquosa e, a biomagnificagdo, a transferéncia de
contaminantes de um nivel tréfico a outro, os quais tendem a exibir
concentragdes crescentes a medida que passam pra niveis mais elevados
(Spacie et al, 1995).

Organismos capazes de acumular em seus tecidos estes elementos
em altos niveis recebem o nome de biomonitores, e podem, por esta razao,
serem usados no monitoramento da disponibilidade destes compostos em um
ambiente particular (Wagner e Boman, 2003). Por meio destes, é possivel
quantificar a presenga de contaminantes no ambiente, bem como obter
informacgdes a respeito da variagdo temporal e geografica das concentragdes

destes elementos (Resgalla et al, 2008).

Muitos dos POPs apresentam alta toxicidade potencial, sendo,
portanto, capazes de provocar efeitos adversos a biota quando presentes em
concentragdes elevadas (Dallinger e Rainbow, 1993), de tal forma que estes
efeitos, tipos e intensidade, podem ser utilizados em estudos de
biomonitoramento e assim oferecer respostas referentes a biodisponibilidade e

concentragdes destes agentes no meio (Ramos, 2012).

Em peixes, os elementos tracos podem causar uma série de
mudancas fisiolégicas, incluindo inibicdo da atividade de enzimas, efeitos
mutagénicos, genotdxicos e citotdxicos, bem como induzir a formagao de
especies reativas de oxigénio, podendo levar o animal a estresse oxidativo
(Karuzina e Archakov, 1994; Heath, 1995; Faverney, et al, 2001).
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Os niveis acumulados, assim como a assimilagao diferencial nos
tecidos, dependem de fatores intrinsecos a espécie, como dieta, taxa
metabdlica, capacidade de depuragao, bem como caracteristicas ambientais as
quais podem aumentar ou mesmo reduzir a disponibilidade destes elementos,
incluindo tipo de sedimento, salinidade, temperatura, pH, teor de carbono

organico, dentre outros fatores (Sprague, 1990; Buratini e Brandello, 2008).

Por meio da cadeia alimentar, esses alimentos podem ser
transferidos ao homem, e assim como em outros organismos, causar danos a
saude (Goyer, 1991)

Os peixes tém sido considerados organismo extremamente Uutil
para se medir os efeitos de efluentes agricolas, municipais e industriais em

ambientes aquaticos por pelas seguintes razdes:

e Indicam os efeitos cumulativos de muitos tipos de disturbios
antropogénicos

e Interagem os efeitos de complexos e variados estressores em suas
presas

e Fornecem um registro relativamente longo da duragdo de estresses
ambientais

e Integram ampla escala das condi¢des do habitat

e Sua identificacao é relativamente simples até o nivel de espécie

e Sua identificagdo oferece consideravel informacido adicional sobre seu
ambiente

e Sao de grande interesse para pessoas preocupadas com as perdas na

diversidade biologica (Ganasan e Hughes, 1998).

Além dos itens citados acima, tem sido salientado que os peixes sao
classes de animais aquaticos mais estudadas em imunologia e toxicologia
devido ao interesse sobre o estado de saude dos ecossistemas aquaticos em
relacdo a poluicdo, e o0s peixes sao uteis espécies-alvo quando do
desenvolvimento de biomarcadores (sao faceis de se obter, ha extenso

conhecimento sobre eles e sao de interesse econdmico) (Wester et al, 1994).
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A utilizagdo de peixes em programas de monitoramento, testes de
toxicidade em laboratério e como indicadores biolégicos da qualidade dos
ambientes aquaticos tem aumentado bastante nos ultimos anos. O incremento
do uso de peixes nesse tipo de programa ou estudos se deve principalmente
ao fato dos ecossistemas aquaticos se constituirem em receptores de uma
grande variedade de poluentes que s&o langados direta ou indiretamente nos

corpos d’agua (Ferreira, 1992).

Um indicador biolégico pode ser considerado como uma
caracteristica do ambiente que, quando medida, quantifica a magnitude do
estresse, as caracteristicas do habitat, o grau de exposigéo para o estressor ou
0 grau de resposta ecoldgica para o estressor (Hunsaker e Carpenter, 1990;
Nicholson e Fryer, 2002). Organismos bioindicadores podem ser simplesmente
definidos como respostas bioldgicas para estressores ambientais expressas em
varios niveis da organizagao bioldgica, do nivel biomolecular/bioquimcico para
o nivel de populagdo e comunidade (Adams, 1990). Varios autores estédo
concordando que o bioindicador ideal deveria ser séssil ou pelo menos
sedentario na natureza (Phillips e Segar, 1986; Butler et al, 1971; Philips,
1980), porque a concentragao de poluentes em animais que se movem em
grandes distancias sdo uma fung¢do do espacgo (onde eles tém estado) e do
tempo (quanto tempo eles permanecem em cada area), e os dois efeitos néo

podem estar separados (Lopes e Malabarba 2007).

A selegao de espécies a serem usadas como bioindicadores requer
a consideracao de alguns fatores inter-relacionados. Isso inclui a regulacéo
metabdlica de poluentes nos bioindicadores 18. Para um organismo ser
considerado um bom indicador biolégico deve apresentar as seguintes

caracteristicas:

e Acumular substancias toxicas sem ser morto pelo nivel de poluente
encontrado.
e Ser sedentario, a fim de ser representativo na area estudada.

e Ser abundante na regido de estudo.
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e Ter vida suficientemente longa para que possa ser amostrado em varias
fases do ano (se desejavel).

e Apresentar um tamanho razoavel.

e Ser de facil amostragem e resistente o suficiente para viver em

condicoes de laboratorio (Bulter et al, 1971).

Bioindicadores podem ser definidos como uma caracteristica
quantificavel de processos e fungdes bioquimicas, fisioldgicas, toxicolégicas ou
ecolégicas que tém sido correlacionadas ou casualmente ligadas a um ou mais
niveis da organizagcdo biolégica (organismo, populagdo, comunidade ou
ecossistema) (McCarty et al, 2002). Pode ser definida ainda como uma
variagdo induzida por algum fator externo em componentes celulares ou
bioquimicos ou ainda em processos, estruturas ou funcbes que sao
quantificaveis em um sistema biolégico ou uma amostragem (Lopes e
Malabarba 2007).

Mudangas que ocorrem ao nivel de organismo, populagdo e
comunidade sao mais usualmente referidas como “bioindicador” (Schlenk,
1999; Adams, 1999). Assim sendo, tem-se sugerido o termo biomarcador para
discutir efeitos relacionados ao nivel organismo e o termo bioindicador para os

efeitos quantitativos ao nivel de populagdo ou comunidade (Peakall, 1992).
1.3.3. Peixes de dgua doce vs peixe de dgua salgada

Considera-se que o perfil lipidico constitui a principal diferenca entre os
peixes de agua doce e 0s peixes marinhos, mas existem algumas espécies de
peixes de agua doce que sido especialmente ricas em acidos graxos n-3.
Porém isso também pode variar dependendo de sua localizagdo geografica
(Averina e Kutyrev, 2011). Apesar de alguns peixes de agua doce possuirem
conteudos importantes de acidos graxos poli-insaturados, observa-se que no
geral, muitos peixes selvagens de origem marinha possuem particularmente

altas taxas de acidos graxos poli-insaturados n-3 d baixos teores de n-6.

Alguns autores (Sargent et al, 2002; Ahigren et al, 1993)dizem que os

peixes de agua doce tém maior capacidade que os peixes marinhos para
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alongar e desnaturar os acidos graxos curtos sintetizados por algas ou plantas
(para a formagdo de acido eicosapentaenoico e docosaexaenoico). Esta
caracteristica poderia constituir um fator adaptativo, originado pela
disponibilidade de fontes de acidos graxos altamente insaturados que no meio
marinho seria superior que nos ambientes de agua doce. Por exemplo, foi
demonstrado que a truta arco-iris € muito mais efetiva (em comparagdo com
alguns peixes marinhos) na conversdo do tipo 18:3 n-3 aos acidos graxos

eicosapentaenoico e docosaexaenoico (Segura, 2012).

1.4. Métodos de extracao
1.4.1. Extragdo com ultrassom

O estudo das ondas ultrassonoras sobre sistemas quimicos é
denominado Sonoquimica e a aplicacdo dessas ondas de Sonicacao. A ciéncia
do ultrassom pode ser divida em duas areas: alta poténcia e baixa poténcia. As
de alta poténcia (1W a milhares de W cm™) causam permanente mudanca

fisica e quimica por que produzem cavitacao.

A cavitagao consiste na propagagao de ondas sonoras no meio
reacional originando uma variagdo de pressao o que origina a formacao e
implosdo de microbolhas de gas no centro de um liquido, momentos de
compressao e descompressao alternados e micro fluxos de liquidos,
aquecimento e ruptura de sdlidos e instabilidade na superficie da interface de
sistemas liquido-liquido e liquido-gas. Envolve trés estagios: 1) formacéo e
nucleos de cavitagao (formagdo de bolhas de ar proximas das superficies
irregulares de pequenas particulas sélidas presentes); 2) crescimento das

bolhas e 3) violenta explosao.

Um aparelho gerador de ondas ultrassonoras € o banho, onde o
gerador de frequéncia é preso diretamente no fundo da cuba e a energia
ultrassonora é transmitida através de um liquido, e assim ha muita dispersao

de energia ultrassbénica e consequentemente menor influéncia nos sistemas
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reacionais. A energia ultrassdnica € produzida por uma ceramica pizoelétrica

disposta entre duas chapas metalicas (transdutor pizoelétrico).

Dentre as vantagens do uso do ultrassom para a preparacao de
amostras destacam-se: a reducao do tempo de reacao, redu¢cao da quantidade
de reagentes, seletividade, favorecimento de reagdes, que normalmente nao
ocorrem em condi¢des normais e na simplificacao de sistemas reacionais o que

implica na redugéo de custos (Barboza e Serra, 1992).
1.4.2. Extracéo liquido-liquido

Na extracao liquido-liquido (ELL) ocorre a particdo da amostra entre
das fases misciveis (organica e aquosa). A eficiéncia da extragcdo depende da
afinidade do soluto pelo solvente de extracdo, da razao de fases e do numero

de extragoes.

A ELL apresenta as vantagens de ser simples e pode utilizar varios
solventes, puros e disponiveis comercialmente, os quais fornecem uma ampla
faixa de solubilidade e seletividade. Além disso, as proteinas presentes nas
amostras sdo desnaturadas, eliminando a contaminagdo da coluna
cromatografica. Por outro lado, a técnica apresenta uma série de
desvantagens, tais como: as amostras com alta afinidade pela agua sao
parcialmente extraidas pelo solvente organico, resultando em perda do analito,
impurezas do solvente sdo concentradas junto com a amostra, implicando no
uso de solventes ultrapuros; pode ocorrer a formagao de emulsdes, o que
resulta em consumo de tempo; volumes relativamente grandes de amostras de
solventes sao requeridos, gerando problemas de descartes; alguns solventes
organicos sao toxicos; pode ocorrer adsorcdo dos analitos na vidraria,
decomposicdo de compostos instaveis termicamente, na etapa de pré-
concentragdo; o processo € suscetivel a erros, e relativamente dificil
automacao. Apesar dessas desvantagens, a ELL é considerada uma técnica
classica de preparagao de amostra e tem sido ainda muito utilizada em
analises de diversos tipos de substancias presentes em fluidos bioldgicos, pois
extratos bastante limpos podem ser obtidos com alta seletividade para alguns
analitos (Queiroz et al, 2001).
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1.4.3. Extracdo em fase solida (EFS)

A extracdo em fase soélida € uma das ferramentas mais poderosas e
mais empregadas para a extragdo e/ou pré-concentragdo de analitos presente
em matrizes complexas. A EFS emprega cartuchos recheados de sorventes e
0os mecanismos de retencdo sao idénticos aqueles envolvidos em
cromatografia em coluna. Em geral, os procedimentos de EFS contém 5
etapas: a) ativagdo do sorvente para deixar os sitios ativos disponiveis, b)
condicionamento do sorvente com solvente adequado para ajustar as forgas do
solvente de eluigdo com o solvente da amostra, c) introducdo da amostra,
quando ocorre a retengdo do analito e as vezes de alguns interferentes, d)
limpeza da coluna para retirar os interferentes menos retidos que o analito, e)

eluicdo e coleta do analito.

Atualmente um grande numero de sorventes esta disponivel
comercialmente. Em geral, os materiais de recheio, empregados para EFS, séo
similares aos usados em cromatografia liquida. Dependendo do solvente de
condicionamento e de eluigdo, os grupos mais frequentemente utilizados como
sorventes a base de silica quimicamente ligada podem ser divididos em 3
categorias: 1) fase reversa (FR) quando o sorvente € menos polar que o
solvente de eluigcdo, 2) fase normal (FN) quando o solvente é menos polar que

o sorvente e 3) troca iénica (TI).

Para aumentar a seletividade da extragdo, os sorventes podem ser

combinados das seguintes maneiras:

1) Dentro de um mesmo cartucho de extragdo, usando as chamadas fases
mistas com varios grupos funcionais de caracteristicas diferentes ligados
ao mesmo suporte;

2) Fazendo sucessivas extragdes com cartuchos de diferentes recheios,
passando o material eluido do primeiro cartucho para o segundo;

3) Recheando o mesmo cartucho com diferentes sorventes, em camadas,

resultando em coluna de extragao tipo sanduiche.
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Os recentes desenvolvimentos em EFS tém sido direcionados para a
sintese de sorventes mais seletivos e para novas configuragdes

cromatograficas (Queiroz et al, 2001).

1.4.3.1. Extracdo em discos

O segundo formato de EFS mais utilizado depois do cartucho é o
disco (ou membrana carregada de particula). Nesse tipo de EFS, as particulas
ativas sdao imobilizadas em uma matriz inerte e estavel de microfibrilas de

politetrafluoretileno (PTFE) ou vidro.

A extragédo de discos foi originalmente introduzida para extragao de
tracbes de materiais organicos em agua. O didmetro do disco é escolhido de
acordo com o volume da amostra. Diametros de 25 a 47 nm sao
particularmente uteis na andlise de urina, pois volumes relativamente grandes
podem ser extraidos (10 a 50 mL). Didmetros menores sao usados para
determinagao de drogas em plasma ou soro, onde a evaporagao do efluente

nao é aconselhavel.

Os discos possuem uma série de vantagens devido ao seu formato,
tais como leito mais homogéneo, pressdes menores durante a aplicagéo da
amostra e na eluicdo, auséncia de caminhos preferenciais, maior capacidade
para o analito, melhor repetibilidade e reprodutibilidade, vazbes mais altas e
menores volumes de eluentes para a dessor¢gdo. O melhor desempenho dos
discos é devido ao tamanho menor de particula, que proporciona uma
transferéncia de massa mais rapida. Uma das desvantagens do uso de discos
€ que a etapa de condicionamento € mais critica. Diferente da EFS em
cartuchos, a secagem do disco deve ser evitada, pois devido a grande area
superficial, uma interface agua/ar, é formada facilmente, resultando em um
decréscimo das recuperagdes. Da mesma forma que os cartuchos, os poros
dos discos podem ser obstruidos quando se extrai amostras contendo uma
concentracao relativamente alta de macromoléculas ou de material particulado.
Assim, é aconselhavel filtrar as amostras aquosas antes da extracdo ou usar

pré-filtros inertes.
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Para aumentar a seletividade ou a capacidade dos discos, pode
utilizar a técnica de empilhamento. Empilhando varios discos de mesmo
sorvente ira aumentar a capacidade e se os sorventes forem diferentes, tem-se

a retengédo de compostos com caracteristicas diferentes (Queiroz et al, 2001).

1.5. Cromatografia

A cromatografia € um método fisico e quimico de separagdo dos
componentes de uma mistura, realizada através da distribuicdo desses
componentes em duas fases, que estdo em contato. Durante a passagem da
fase mével (FM) sobre a fase estacionaria (FE), os componentes da mistura
sao distribuidos pelas duas fases de tal forma que cada um deles é
seletivamente retido pela fase estacionaria, o que resulta em migragdes

diferenciais desses componentes. (Collins et al, 2006)

O sistema utilizado nesse trabalho € de cromatografia gasosa (CG),
onde a fase movel € um gas, e a fase estacionaria podera ser tanto um sdélido

quanto um liquido disperso sobre um suporte inerte. (Grob, 1995)

A fase estacionaria € acondicionada em tubo (usualmente vidro ou
metal) denominado coluna, através do qual o gas de arraste (a fase mével) ira
fluir. A amostra é introduzida na coluna através de um injetor, onde o gas de
arraste ira fluir e carregar a amostra. O componente da amostra cuja afinidade
pela fase estacionaria for maior ficara retido por mais tempo do que aquele cuja
interacdo com a fase estacionaria € menor. Conectando-se um detector a saida
da coluna, a ordem de eluicdo e a eficiéncia da separagdo sado constatadas

através do cromatograma registrado. (Leite, 1998)

As caracteristicas fundamentais de um sistema de CG sao: retengéo,

seletividade, eficiéncia e resolucao. (Grob, 1995)

e Retencdao e seletividade: Na CG, o parametro de retengcdo € o tempo
de retencgao, t;. Ele é definido como o tempo transcorrido entre a injecéao

da amostra e 0 maximo do pico cromatografico. Porém, mesmo que a
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substancia ndo interagisse de forma alguma com a FE, o seu tempo de
retencdo n&o sera nulo, pois transcorreria algum tempo entre a sua
injecdo e a sua passagem pelo detector. Esse tempo corresponde ao
tempo que o gas de arraste demora a percorrer a coluna, e é
denominado tempo de retengdo nado retido (ou tempo morto). O
parametro que realmente reflete as caracteristicas fisico-quimicas de
retencdo de um determinado composto é o tempo de retencéo

descontado do tempo morto, chamado de tempo de retengao ajustado.

A seletividade é a capacidade de um sistema diferenciar dois

compostos.

Gas de arraste: sua funcéo é levar os constituintes da amostra do ponto
de injecdo até o detector, passando pela coluna onde a separagéo ira
ocorrer. Idealmente, deve apresentar as seguintes caracteristicas: nao
interagir com a fase estacionaria nem com os componentes da amostra,
ser de baixo custo, ser adequado ao detector em uso. Porém, do ponto
de vista pratico, esse conjunto de condigdes nado é facil de ser
encontrado. O gas de arraste usualmente escolhido a partir da sua
compatibilidade com o detector, pois alguns detectores trabalham
melhor quando se usam determinados gases. Os gases mais
empregados sao H;, He e N, e a vazdo do gas de arraste deve ser
controlada, permanecendo constante durante a analise.

Injecdo: a obtengdo de sinais reprodutiveis em cromatografia a gas é
altamente dependente da forma de introduzir-se a amostra na coluna.
Idealmente, a amostra deveria ser injetada instantaneamente, o que nao
tem sido possivel até o0 momento com nenhum dos métodos de injegao
conhecidos (seringas, valvulas, injetores automaticos, etc). A escolha
apropriada das condigdes de injecao (tais como volume de amostra,
temperatura do injetor e tipo de inje¢cdo) depende do estado fisico da

amostra.

Amostras sélidas podem ser dissolvidas em um solvente adequado. O

injetor deve estar aquecido a uma temperatura acima do ponto de ebulicdo dos
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componentes da amostra, para que a amostra se volatilize completa e
instantaneamente e seja carregada para a coluna. Porém, deve-se evitar a

temperatura excessivamente alta, para evitar a decomposi¢cao da amostra.

e Coluna: é a mais importante parte do sistema cromatografico, uma vez
que € onde a separacao ira ocorrer. A escolha da coluna apropriada
para uma dada separacdo determina a eficiéncia de separacdo e
quantificacdo que podem ser alcancadas com o sistema CG. Entre os
diferentes parametros a serem considerados quanto a escolha da
coluna, dois devem ser destacados: a fase estacionaria (o suporte e a
natureza da fase) e as caracteristicas do material onde sera
acondicionada (comprimento, diametro, etc). As dimensdes ideias de
uma coluna devem ser determinadas pelo propdsito do experimento e a

eficiéncia desejada na separacgao. (Leite, 1998)

As colunas cromatograficas podem ser classificadas de trés formas:
convencionais ou classicas (diametros internos acima de 2mm), semicapilares
(didametros internos entre 0,5 a 1mm) e capilares (didametros internos menores

que 0,5mm).

Até o presente momento, a cromatografia gas capilar € ainda o método
mais frequentemente empregado para a separagcao e quantificacdo de
contaminantes organicos halogenados, em amostras ambientais (Santos e
Galceran, 2002)

e Detectores: A fungdo do detector em um sistema cromatografico é
acusar a presenca e medir a quantidade de cada componente no

efluente da coluna. (Leite, 1998)

Detectores seletivos sdao os mais comumente usados na analise de
residuos de pesticidas. Dentre esses detectores esta o detector por captura de
elétrons (ECD), que €& amplamente utilizado. O ECD apresenta alta
sensitividade (da ordem de ppb), principalmente para compostos halogenados.
Entretanto, o ECD nao é verdadeiramente um detector especifico de elemento,

pois responde a varios outros compostos com S, NO, e C=0 conjugado.
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O ECD opera pela ionizagdo do gas carreador por uma fonte radioativa,
separando os elétrons em baixa velocidade. Esta ionizagdo resulta em uma
corrente de “background” (linha de base). Quando os compostos halogenados
passam pelo detector, certa quantidade de elétrons livres é capturada,
resultando em um decréscimo da corrente. Este decréscimo é indicado como
um sinal transiente (pico) no registrador. A fonte de radiacdo utilizada, ®Ni,
oferece varias vantagens, devido a suas altas temperaturas de operagdo com

menores problemas de contaminag¢do. (Hammarstrand, métodos_extracao_1)

Dentre as diversas caracteristicas desejaveis de um bom detector, as
principais sdo: sensibilidade elevada, baixo nivel de ruido, resposta eficiente,
ampla faixa de linearidade, menor quantidade minima detectavel possivel.
(Leite, 1998)

e Aquisicdo e Registro de Sinal: Existem varios equipamentos de
aquisicao e controle de dados. Os integradores eletrénicos, além de
representarem o cromatograma, permitem ainda o registro do tempo de
retencdo, altura e area dos picos. Atualmente, os integradores foram
substituidos por computadores, que com auxilio de um software e

operacao adequada, pode fornecer resultados mais confiaveis.

1.6. Validacdo de método

A validacdo € um termo considerado nao especifico, uma vez que
diversas definicbes sado descritas na literatura. Um determinado método é
considerado validado se suas caracteristicas estiverem de acordo com os pré-
requisitos estabelecidos. Assim sendo, existe diferenga entre a execugao de
experimentos que determinam os diversos parametros (coleta de dados
experimentais) e a validagdo. Essa ultima deve avaliar a relagdo entre os
resultados experimentais e as questdes que o metodo se propde a responde,
ou seja, a validagao tem como objetivo demonstrar que o método analitico &
adequado para seu propdsito (Walsh, 1999). A validacao deve ser considerada

quando se desenvolve ou efetua adaptacbes em metodologias ja validadas,
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inclusdo de novas técnicas ou uso de diferentes equipamentos (Brito et al,
2003).

Na literatura sdo encontrados diversos trabalhos que relatam a validagao
de métodos analiticos e definem critérios que devem ser seguidos em seu
desenvolvimento(Hubert et al, 1999; Feinberg e Raguenes, 1999; Pereira,
2000). Os parametros de validagdo de métodos analiticos envolvem
Especificidade e Seletividade, Fungdo da Resposta, Intervalo de Trabalho,
Linearidade, Sensibilidade, Exatidao, Precisdo, Limite de Deteccao, Limite de
Quantificagdo e Robustez (Brito, 2003).

1.6.1. Especificidade e seletividade

O termo especificidade é muitas vezes utilizado como sindnimo de
seletividade e define a capacidade do método de detectar o analito de interesse
na presencga de outros componentes da matriz. Ja a seletividade refere-se a
capacidade de deteccdo de substancias (Bressolle, et al, 1996; Validation,
1995; Brito, 2001).

Em analises cromatograficas a especificidade pode ser estabelecida
pela comparacao do resultado obtido com a combinagao de varios fatores, por
exemplo, uma maneira de se avaliar esse parametro consiste na adicdo de

padrao analitico ou a comparagao com padrao externo (Bressolle, et al, 1996).
1.6.2. Funcéo daresposta

O grafico analitico deve apresentar os dados estatisticos de interseccgéo,
equacao da regressao linear, o coeficiente de correlagao ou de determinacgao e
a concentracao estimada dos calibradores (solugbes-padrao). Assim, torna-se
necessario o uso de numero suficiente de solugdes-padrao para definir
adequadamente a relagdo entre a concentracdo e a resposta. O grafico
analitico pode ser construido usando-se, no minimo, cinco valores de
concentragdo enquadrados no intervalo definido (Bressolle, et al, 1996,
MacDonald, 1999; Brito, 2001; Validation 1996). A suposi¢cao classica do
grafico de calibracdo é que a resposta instrumental y esta linearmente

relacionada com a concentragdo do com a concentragao do padrao x.
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Julga-se satisfatoria a linearidade do grafico quando o coeficiente de
correlagdo da reta obtida ndo é estatisticamente diferente da unidade (Currie e

Svehla, 1994). No caso, considera-se:
R=1 - Correlacao perfeita
0,91 <R < 0,99 - Correlagao fortissima
0,61 <R < 0,90 - Correlagao forte
0,31 <R < 0,60 - Correlacao média
0,01 <R < 0,30 - Correlagao fraca
R=zero - correlagao nula (Brito et al, 2003)

Embora sempre se busque obter uma relagdo entre a propriedade a ser
medida e a concentracdo ou quantidade do analito pode-se também admitir
relagdo nao-linear em casos de analises eletroquimicas utilizando-se eletrodos

de ion seletivo ou biossensores (Amarante et al, 2001).
1.6.3. Intervalo de trabalho

O intervalo do método analitico corresponde a faixa do maior ao menor
nivel que possa ser determinado com precisdo e exatiddao, usando a
linearidade do método (Brito, 2001; Validation, 1996). Geralmente, faz-se o
caminho inverso. Primeiro, selecionam o intervalo de trabalho (baseado no
nivel de concentragdo do analito que se deseja estudar) e depois determinam

se a relagao sinal vs concentracéao € linear (Brito, 2003).
1.6.4. Linearidade

A linearidade refere-se a capacidade do método de gerar resultados
linearmente proporcionais a concentragdo do analito, enquadrados em faixa
analitica especificada. Esse parametro pode ser demonstrado pelo coeficiente
de correlagao do grafico analitico (Brito, 2001; Validation, 1996, Amarante et al,
2001, Subberud e Astrom, 1998), que nao deve ser estatisticamente diferente

de 1, observando-se que a inclinagcao da reta seja diferente de zero. Assim, é
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necessario obter coeficiente de correlagdo estatisticamente igual a um

coeficiente angular diferente de zero (Brito et al, 2003).
1.6.5. Sensibilidade

A sensibilidade é a capacidade do meétodo em distinguir, com
determinado nivel de confianga, duas concentragbes proximas (Amarante et al,
2001). Sob o ponto de vista pratica, a sensibilidade constitui o coeficiente

angular do grafico analitico (Currie, 1999; Causon, 1997).

Em métodos sensiveis, uma pequena diferenga na concentracao do
analito causa grande variagédo no valor do sinal analitico medido. Esse critério
expressa a capacidade do procedimento analitico gerar variagdo no valor da
propriedade monitorada ou medida, causada por pequeno incremente na
concentragdo ou quantidade do analito. Entretanto, tornou-se comum o uso
errbneo desse termo para designar método com baixo limite de detecgéo (LD)
(Amarante et al, 2001).

1.6.6. Exatidao

A exatidao, definida como a concordéancia entre o valor real do analito na
amostra e o estimado pelo processo analitico (Francotte et al, 1996; Birito,
2001; Amarante et al, 2001; Gonzalez et al, 1999; Wesley et al, 1991; I1SO,
1994), constitui a chave para o proposito da validagdo. Os principais métodos
propostos para o estudo da exatiddo, sao baseados no uso de material de
referencia certificado (MRC), na comparagcdo do método proposto com um
método de referencia, no uso de ensaios de recuperagao na matriz e em

estudos colaborativos (Gonzalez et al, 1999).

Os ensaios de recuperagao constituem o método mais utilizado para
validagdo de processos analiticos. A recuperagao esta relacionada com a
exatidao, pois reflete a quantidade de determinado analito, recuperado no
processo, em relacdo a quantidade real presente na amostra. A exatidao é
expressa como erro sistematico percentual, inerente ao processo (Validation,
1996; Gonzalez et al, 1999). O erro sistematico ocorre pela perda da

substancia devido a baixa recuperacdo da extragdao, medidas volumétricas
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imprecisas ou substancias interferentes na amostra (entre outros) (Brito et al,
2003).

O estudo da recuperagéo consiste na “fortificacdo” da amostra, ou seja,
na adicdo de solugdes com diferentes concentracbes do analito de interesse
seguida pela determinacdo da concentracdo do analito adicionado. Por sim,

calcula-se quantidade percentual recuperada pelo processo (Causon, 1997).
1.6.7. Precisao

O parametro de avalia a proximidade entre varias medidas efetuadas na
mesma amostra é a precisao do processo analitico. Usualmente é expressa em
forma de desvio-padrdo, variancia ou coeficiente de variagdo de diversas
medidas (Hubert, 1999; Stubberud e Astrom, 1998).

Para andlise de residuos de pesticidas (Thier e Zerumer, 1987), por
exemplo, consideram-se aceitaveis coeficientes de variacdo de até 20%.
Segundo Wood (1999), o coeficiente de variagado (ou desvio padréo relativo)
esta relacionado com o nivel de concentragao do analito na amostra, definido

pela equacéo:
CV(%) = 21051°99) ‘15 qual C é a concentragado do analito

Desse modo, substituindo-se os niveis de concentragédo nessa equagao

obtém-se os valores de CV apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Coeficientes de variagcdo em funcao do nivel de concentracdo do

analito
Concentracdo do analito (g/L) Coeficiente de variacao

1 2
10™ 2,8

10 4
107 5,6

10 8

10° 11

10° (ppm) 16

10”7 23

10°® 32

10" (ppb) 45

A precisao pode ser considerada no nivel de repetitividade, de preciséo
intermediaria e de reprodutividade (ISSO, 1994; Hubert et al, 1999; Causon,
1997; Brito, 2001; Validation, 1996). A repetitividade expressa a precisdo nas
mesmas condigcdes de operagao (equipamento, analista, reagentes, dia e
mesmas condigdes ambientais) em pequeno espacgo de tempo. Repetitividafe,
também conhecida como precisao intra-ensaios (Brito, 2001; Validation, 1996),
pode ser avaliada com no minimo seis determinagbes para uma unica
concentragao-teste (Validation, 1996). A precisao intermediaria expressa as
variagbes no mesmo laboratério que envolve diferentes dias, diferentes
analistas e diferentes equipamentos, entre outros (Brito, 2001; Validation,
1996). Tal termo tem sido pouco empregado e esses testes ndo séao
comumente citados na literatura. A reprodutividade expressa a precisao entre
laboratorios, mediante estudos colaborativos usualmente aplicados para
padronizacao de metodologias (Validation, 1996). O método sera considerado
preciso quando apresentar niveis de variagdes dentro do aceitavel para cada

nivel de concentragdo conforme apresentado na Tabela x.
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1.6.8. Limite de deteccéao

A menor concentragdo do analito que pode ser detectada, mas nao
necessariamente quantificada, sob condi¢des experimentais estabelecidas
constitui o limite de detecgéo (LD) (Brito, 2001; Validation, 1996; Currie, 1999;
Analytical, 1987; Currie e Horwitz, 1994, Huber, 1998).

Os LDs podem ser definidos em termos de desvio-padrdo de medidas do
branco, quando se desenvolvem métodos novos ou modificados para analise
de tragos. Sendo, o branco constituido de todos os reagentes, com exce¢ao da
amostra e do analito (Amarante, 2002; Analytical, 1987; Amarante et al, 2001).
O limite de detecgao também pode ser determinado mediante o sinal/ruido, o
desvio-padrao da resposta e do coeficiente angular e por processos estatisticos
(Brito et al, 2003).

O sinal/ruido podem ser aplicado somente para processos analiticos que
exibem linha de base. A determinagao da razao sinal/ruido é realizada por meio
da comparacdo dos sinais medidos da amostra com baixas concentracbes
conhecidas do analito com as do branco, estabelecendo-se a concentragdo
minima na qual o analito pode ser detectado (Brito, 2001; Validation, 1996;
Huber, 1998).

No processo estatistico, ainda sdo considerados todos os efeitos a que o
método esta sujeito como variacbes do branco e variagbes da amostra

fortificada no menor nivel (Brito et al, 2003).
1.6.9. Limite de quantificacéo

O limite de quantificacdo (LQ) € definidko como as menores
concentragdes do analito, que pode ser quantificada na amostra, com exatidao
e precisdes aceitaveis, sob as condigcdes experimentais adotadas (Analytical,
1987; Currie e Horwitz, 1994; Long e Winefordner, 1983; Huber, 1998; Brito,
2001, Validation, 1996; Currie, 1999) . Pode ser estimado por meio do

sinal/ruido, do desvio-padrao e por processos estatisticos.
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O procedimento sinal/ruido pode ser aplicado somente para processos
analiticos que exibem linha de base. Efetua-se a determinagdo da razdo
sinal/ruido por meio da comparacgao dos sinais medidos da amostra com baixas
concentragdes conhecidas do analito com as do branco, estabelecendo-se a
concentragdo minima na qual o analito pode ser quantificado (Analytical, 1987,
Brito, 2001, Validation, 1996).

De acordo com o procedimento estatistico utilizado para analise de
residuos de pesticidas, o LQ corresponde ao menor nivel de fortificacao
estudado (Validation, 1996; Amarante, 2002; Thier e Zeumer, 1987). A
recuperacao pode variar entre 70 e 120%, com coeficiente de variagcao de até
20% (Brito et al, 2003).

1.6.10. Robustez

Segundo a International Conference on Harmonisation (ICH), a robustez
do método é a medida da sua capacidade de permanecer inalterado sob
pequenas, mas estudadas variagbes nos parametros do método e prover
indicagdo de sua dependéncia durante o uso normal (Maroto et al, 1999;
Nijhuis, 1999; Heyden et al, 1999)

A avaliagdo da robustez pode ser considerada durante a fase de
desenvolvimento e depende do tipo de processo em estudo. Nos testes de
robustez sdo aplicados experimentos estatisticos que examinam,
simultaneamente, os efeitos de alteragcdes em diferentes variaveis do método.
No caso de métodos cromatograficos, as variagdes referem-se a diferentes
tipos de colunas, temperatura e fluxo, entre outras (Maroto et al, 1999; Nijhuis,
1999).

Os testes de robustez, em geral, servem para indicar fatores que podem
influenciar, significantemente, a resposta do método estudado. Tal fato fornece
a dimensao do problema que ocorre quando o método é repetido em diferentes
condig¢des ou é transferido, por exemplo, para outro laboratério (Heyden et al,
1999).
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2. Objetivos

Considerando-se a toxicidade dos pesticidas organoclorados e a
necessidade de efetuar o monitoramento ambiental periodicamente,

empregando o peixe como biomonitor, o estudo tem como objetivos:

v A otimizacdo de um método analitico para efetuar a separagéo e
identificacdo dos pesticidas organoclorados (Aldrin, DDT, DDE,
DDD, Endrin, Endosulfan e Heptacloro) , empregando a técnica
de cromatografia gasosa, equipada com detector de captura de
elétrons;

v' Efetuar a reavaliagdo das recuperagdes dos pesticidas nas
amostras de peixe fortificadas devido a problemas de reparo no
aparelho de Cromatografia Gasosa (CG);

v Efetuar a validagdo do método.
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3. Materiais e métodos
3.1. Materiais
3.1.1. Reagentes

Hexano, acetato de etila, acetona, acetonitrila e hexano (grau HPLC),foram
adquiridos da Mallinckrodt Backer Inc.(Kentucky, USA). Os padrées de
pesticidas organoclorados foram adquiridos da AccuStandart, (New Haven

,USA). Filtro de seringa em PTFE (25mmx0,45um) adquiridos junto a Allcrom.

3.1.2. Reavaliacdo da linearidade do detector e limite de deteccgéo

instrumental

Sabendo-se os tempos de retengédo de cada componente (determinado com
a injecado de cada padrdo separadamente), preparou-se uma solugao Mixer-7
onde todos os componentes encontravam-se em concentracdes de 125ug.L™".
A curva de calibracao foi efetuada a partir de diluicbes 1:1 até a determinagao
do valor em que nao havia mais a detecgdo de pico cromatografico (método

visual). Estas solu¢des foram mantidas sob-refrigeracao a -4 °C.

3.1.3. Preparacdo das amostras de peixes

As amostras de filé de tilapia foram adquiridas junto ao supermercado
préximo a Universidade. Primeiramente triturou-se o filé em liquidificador até a
obtencdo de uma massa homogénea. As amostras foram mantidas sob

refrigeracao até o momento de sua utilizagao.

3.1.4. Determinacdo da linearidade e limite de deteccdo do método

As amostras de peixe ja trituradas e homogeneizadas foram fortificadas

com uma concentragdo conhecida e a partir da amostra padréo e apods a
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extragdo, a mesma solugéo foi diluida em 1:1 até a determinagdo do valor

em que nao havia mais a detec¢do de pico cromatografico (método visual).

3.1.5. Sistema de cromatografia gasosa

Para efetuar as determinagdes dos pesticidas foi empregado um sistema de
cromatografia gasosa (CG), equipado com autosample, detector de captura de
elétrons (ECD), uma coluna ZB-1 (30m x 0,25mm DI x 0,25um), conectada a
um guard column, com 5 metros de comprimento por 0,53 mm de DI e um
injetor Split/splitless, modelo Clarus 600, adquirido junto a Perkin Elmer. Os

parametros cromatograficos utilizados nas determinag¢des estdo na Tabela 2.

Tabela 2. Parametros cromatograficos empregados nas determinagdes dos pesticidas

no presente trabalho

Parametros cromatograficos

Equipamento CG - Clarus 600, Perkin EImer
Coluna capilar ZB-1

Gas de arraste Nitrogénio (1,3ml.min™")

Modo de injecéo Split 1:20

Volume de injecao 1uL

Detector ECD com make up 30ml/min

Temperatura do detector | 300°C

Temperatura do injetor 250°C

Temperatura do forno 200°C/2min, 5°C/min até 220°C/0,1min, 30°C min
até 260°C/1,6min

Tempo final de analise 8,3 min
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3.2. Métodos

3.2.1. Reavaliacdo do método de extracdo dos pesticidas em amostras
de peixe fortificadas

Cinco gramas da amostra de peixe, previamente triturado foram
transferidas para um frasco de 100 mL com tampa, seguido pela adi¢ado de
volumes conhecidos de solugdes-padrdo de pesticidas organoclorados,
obtendo concentragbes de aproximadamente 1ng/gpeixe), 1,6 NG/ (peixe), 2
NG/Gpeixe) 3 NG/Jpeixe), Variando dependendo da quantidade de massa de
peixe pesada anteriormente. Aos frascos contendo as amostras de peixe
fortificadas foram adicionados 10 mL de uma mistura de solventes
compostas por hexano : acetato_de etila : acetona (45:45:10 v/) e,
submetidos ao banho de ultrassom por 15 minutos. Retirou-se o frasco do
banho de ultrassom e transferiu-se o seu conteudo para um tubo de
centrifuga e colocou-se o mesmo em centrifuga por 10 minutos a uma
velocidade de rotacdo de 4000rpm. Transferiu-se o liquido sobrenadante
(fase organica) com auxilio de uma pipeta de Pasteur a um béquer de
50mL. Submeteu-se o liquido a uma evaporacdo em capela, com fluxo
laminar de ar. Ao residuo obtido (+t3mL de agua), adicionou-se 4,0mL de
acetato de etila e, transferiu-se para um tubo de centrifuga. Apds agitagao
vigorosa por 30 segundos, o mesmo foi centrifugado por 10 minutos a uma
velocidade de rotacdo de 4000rpm. Transferiu-se o liquido sobrenadante
(fase organica) para um béquer com auxilio de uma pipeta de Pasteur,
seguido pela evaporacao em capela, com fluxo laminar de ar, até a
completa evaporacgao do solvente organico. Ao residuo foi adicionado 2,0mL

de hexano PA e transferiu-se para um filtro de seringa de PTFE (Allcrom).
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3.2.2. Andlise de amostras reais

Cinco gramas dos seguintes peixes previamente triturados foram

transferidos para um frasco de 100 ml com tampa:

e Bagre

e Corvina

e Mandiuva
e Taquara

e Porquinho

e Tilapia

O mesmo procedimento foi realizado para a analise de tracos dos

pesticidas, como descrito no item 4.2.1.
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4. Resultados e discussao

4.1. Reavaliagao da linearidade do detector e limite de detecgcdo do

instrumento

Para a determinacdo da linearidade do detector foram injetadas
concentragdes decrescentes do padrao misto dos pesticidas; heptacloro,
aldrin, endosulfan, DDE, endrin, DDD e DDT. A Figura 3 apresenta a
linearidade do detector, o qual apresentou coeficientes de correlagdo (r?)
entre 0,99803 e 0,99975, para os referidos pesticidas, indicando que a
resposta do detector aos padrdes foi linear na faixa de concentracao
analisada, 62,52 0,4 ug L™
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Figura 3. Determinacdo da linearidade do detector ECD para os pesticidas

estudados (ug.L™).
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Foi observado que a abaixo da concentragdo de 0,05 pg.L'1 nenhum

composto apresentou pico cromatografico e, assim sendo determinou-se o

limite de deteccao instrumental para cada pesticida organoclorado, como pode

ser observado na Tabela 3.

A linearidade dos compostos ficou entre 0,4 e 62,5 e assim sendo a

curva de calibragao foi construida entre estas concentragdes.

Tabela 3. Determinagdao dos limites de deteccdo para os pesticidas

organoclorados

Pesticida Organoclorado

Limite de deteccéo (ug L™)

Aldrin
DDD
DDE
DDT

Endosulfan

Endrin

Heptacloro

0,1
0,1
0,1
0,05
0,05
0,1
0,05

Segundo RIBANI, os limites de detecgao (LD) e de quantificagédo (LQ)

podem ser determinados de duas formas: método visual e da relagao sinal

ruido. Neste trabalho empregou o método visual, para determinar o limite de

deteccéo.

4.2. Determinacédo da linearidade e limite de detec¢cdo do método

Para a determinagao da linearidade do método preparou-se amostras

fortificadas na concentragdao de 6ng g'1(peixe) a partir do padrao misto dos

pesticidas heptacloro, aldrin, endosulfan, DDE, endrin, DDD e DDT. Apés a

extragdo dos referidos pesticidas realizou-se diluicdes 1:1 e injetado no
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sistema de cromatografia gasosa até que ndo houvesse mais a detecgcao de

picos cromatograficos.

A Figura 4 apresenta a linearidade do detector, o qual apresentou
coeficientes de correlacdo (r?) entre 0,98365 e 0,99860, para os referidos
pesticidas, indicando que a resposta do detector aos padroes foi linear
dependendo da faixa de contragdo que o mesmo se encontrava. As faixas

de concentragcdo podem ser observadas na Tabela 4.

55000 -
—m— Heptacloro

50000 7 —=— Aldrin
45000 - Endosulfan
T —n— DDE
40000_. —m— Endrin
35000 - —u—DDD
J [ ]
30000 S /.

25000

=
20000 - / - -
1 l/
15000 - -
" /I
]
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Area do pico (uV.sec)

5000 - |/'
| u gZ
o] “o*
I i I I i I I i I I
0 1 2 3 4 5 6

Concentragao (ng/g)

Figura 4. Determinacdo da linearidade do método para os pesticidas estudados

(ng g”).

Foi observado que a abaixo da concentragdo de 0,01 ng g~ nenhum
composto apresentou pico cromatografico e, assim sendo determinou-se o
limite de detecgdo do método e faixa linear para cada pesticida

organoclorado, como pode ser observado na Tabela 4.
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Tabela 4. Determinacdo dos Ilimites de deteccdo para os pesticidas

organoclorados
Pesticida Limite de deteccdo (ng g™V)| Faixalinear (ng g™)
Organoclorado
Aldrin 0,02 6 — 0,04
DDD 0,02 6 — 0,04
DDE 0,01 6 — 0,02
DDT 0,02 6 — 0,04
Endosulfan 0,02 6 —0,04
Endrin 0,01 0,2-0,02
Heptacloro 0,01 6 —0,02

4.3. Avaliacdo da recuperacado dos pesticidas em amostras de peixe
fortificadas, com e sem o clean up das amostras em filtro de
seringa de PTFE

Para os ensaios eluiu-se uma solugao padrao em filtro de seringa em
PTFE, pois 0 mesmo apresenta certa seletividade para efetuar o clean up da
amostra, retendo impurezas, o que pode ser observado nos cromatogramas,
na Figura 5, e na sobreposicédo dos dois referidos cromatogramas (Figura 6)

que nao houve retengao de nenhum composto de interesse da matriz.

a) —- b) —

Figura 5. Cromatogramas obtido apds a injecao de 1,0 uL de amostra a) clean
up da amostra com filtro de seringa em PTFE, b) sem clean up da amostra com

florisil.
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ewve -

Figura 6. Cromatogramas sobrepostos com e sem filtro para comparagao

Assim sendo, observou-se a eficiéncia do filtro de seringa em
PTFE para a limpeza da amostra, como pode ser observado em
cromatogramas com poucos ruidos e que nao retinha os compostos de
interesse, e selecionou-se o referido filtro de seringa para o clean up da

amostra.

4.4. Avaliacdo das recuperacbes dos pesticidas organoclorados

presentes em amostras de peixe fortificadas

O emprego do solvente hexano : acetato_de_etila : acetona (45:45:10
v/V) na extracdo dos pesticidas presentes nas amostras de peixes, mostrou-se
eficiente, considerando-se que esta tém uma baixa tensdo superficial o que
possibilitou a absorgdo deste solvente nos tecidos. A polaridade da acetona
também é uma propriedade muito importante, pois esta € soluvel em agua bem
como os pesticidas. Outro fendmeno observado foi a baixa capacidade da
acetona em extrair gorduras dos tecidos das amostras de musculo de peixe,

facilitando o clean up da amostra.

De acordo com as Tabelas 5 a 11, as recuperagdes obtidas para os

pesticidas organoclorados foram executadas em 5 niveis, sendo uma amostra
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controle (branco) e cinco niveis de concentragdo de fortificagdo, como pode ser

observado nas respectivas Tabelas. As recupera¢des médias obtidas para os

pesticidas organoclorados apresentaram se entre 84,68 a 102,2% (m/m), com
CV entre 3,3 a 19,9%.

Os intervalos aceitaveis de recuperagdo para analise de residuos

geralmente estdo entre 70 e 120%, com precisdo de até + 20%. Porém,

dependendo da complexidade analitica e da amostra, este valor pode ser de 50

a 120%, com precisdo de até + 15%,(RIBANI, 2004).

Tabela 5. Média das concentracbes de Heptacloro encontradas nas amostras

fortificadas
Amostra Massa Média de Média das Desvio padrdo Recuperacdes
de guantidades  Determinacdes Relativo as encontradas
peixe(g) adicionadas (ng g™ determinacdes (%)
(ng g™ (ng g™
Bco-1 5,013
Bco-2 5,033 0 0,18
Bco-3 5,030
5-a 5,040
5-b 5,020 1,77 1,78 0,25 70,8
5-c 5,019
8-a 5,030
8-b 5,020 3,29 2,88 0,37 92,9
8-c 5,012
10-a 5,031
10-b 5,011 4,61 3,95 0,44 89,6
10-c 5,003
15-a 5,024
15-b 5,022 7,05 5,84 0,14 85,4
15-c 5,021
Média das recuperacgdes 84,68
Desvio padrao das recuperagdes 9,75
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Tabela 6. Média das concentragcdes de Aldrin encontradas nas amostras fortificadas

Amostra  Massa Média de Média das Desvio padrdo  Recuperacdes
de guantidades  Determinagdes Relativo as encontradas
peixe(g) adicionadas (ng g™ determinacgdes (%)
(ng g™ (ng g™
Bco-1 5,013
Bco-2 5,033 0 0,67

Bco-3 5,030
5-a 5,040

5-b 5,020 1,17 1,03 0,12 88,0
5-c 5,019
8-a 5,030

8-b 5,020 2,82 2,32 0,23 82,2
8-c 5,012
10-a 5,031

10-b 5,011 3,93 3,56 0,09 90,5
10-c 5,003
15-a 5,024

15-b 5,022 6,45 5,03 0,15 88,3
15-c 5,021

Média das recuperagdes 87,25

Desvio padrao das recuperagdes 3,55
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Tabela 7. Média das concentragcbes de Endosulfan encontradas nas amostras

fortificadas
Amostra Massade Média de Média das Desvio padrdo  Recuperacdes
peixe(g) quantidades Determinagdes Relativo as encontradas
adicionadas (ng g™ determinacgdes (%)
(ng g™ (ng g™
Bco-1 5,013
Bco-2 5,033 0 0,11

Bco-3 5,030
5-a 5,040

5-b 5,020 1,07 0,87 0,14 90,9
5-c 5,019
8-a 5,030

8-b 5,020 1,73 1,88 0,21 108,3
8-c 5,012
10-a 5,031

10-b 5,011 2,29 2,25 0,54 97,9
10-c 5,003
15-a 5,024

15-b 5,022 2,69 2,92 0,08 108,5
15-c 5,021

Média das recuperagdes 1014

Desvio padrao das recuperagdes 8,57
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Tabela 8. Média das concentracbes de DDE encontradas nas amostras fortificadas

Amostra Massade Média de Média das Desvio padrdo  Recuperacdes
peixe(g) quantidades Determinagdes Relativo as encontradas
adicionadas (ng g™ determinacgdes (%)
(ng g™ (ng g™
Bco-1 5,013
Bco-2 5,033 0 0,24

Bco-3 5,030
5-a 5,040

5-b 5,020 3,61 1,33 0,23 44.8
5-c 5,019
8-a 5,030

8-b 5,020 2,67 2,47 0,15 93,6
8-c 5,012
10-a 5,031

10-b 5,011 4,20 2,25 0,11 90,9
10-c 5,003
15-a 5,024

15-b 5,022 6,19 2,92 0,28 87,0
15-c 5,021

Média das recuperagdes 90,5

Desvio padrao das recuperagdes 3,32
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Tabela 9. Média das concentragdes de Endrin encontradas nas amostras fortificadas

Amostra Massade Média de Média das Desvio padrdo  Recuperacdes
peixe(g) quantidades Determinagdes Relativo as encontradas
adicionadas (ng g™ determinacgdes (%)
(ng g™ (ng g™
Bco-1 5,013
Bco-2 5,033 0
Bco-3 5,030
5-a 5,040
5-b 5,020 0,55
5-c 5,019
8-a 5,030
8-b 5,020 1,99 1,71 0,29 85,9
8-c 5,012
10-a 5,031
10-b 5,011 4,19 5,14 0,25 122,8
10-c 5,003
15-a 5,024
15-b 5,022 6,11 5,97 0,15 97,8
15-c 5,021
Média das recuperagdes 102,2
Desvio padrao das recuperagoes 18,8
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Tabela 10. Média das concentracdes de DDD encontradas nas amostras fortificadas

Amostra Massade Média de Média das Desvio padrdo  Recuperacdes
peixe(g) quantidades Determinagdes Relativo as encontradas
adicionadas (ng g™ determinacgdes (%)
(ng g™ (ng g™
Bco-1 5,013
Bco-2 5,033 0 0,44

Bco-3 5,030
5-a 5,040

5-b 5,020 4,81 3,14 0,67 71,5
5-c 5,019
8-a 5,030

8-b 5,020 2,62 2,89 0,48 110
8-c 5,012
10-a 5,031

10-b 5,011 5,96 4,67 0,53 78,4
10-c 5,003
15-a 5,024

15-b 5,022 7,53 8,17 1,1 108,4
15-c 5,021

Média das recuperagdes 92,1

Desvio padrao das recuperagdes 19,9
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Tabela 11. Média das concentracbes de DDT encontradas nas amostras fortificadas

Amostra Massade Média de Média das Desvio padrdo  Recuperacdes
peixe(g) quantidades Determinagdes Relativo as encontradas
adicionadas (ng g™ determinacgdes (%)
(ng g™ (ng g™

Bco-1 5,013

Bco-2 5,033 0 0,79
Bco-3 5,030
5-a 5,040

5-b 5,020 4,99 4,68 1,32 93,6
5-c 5,019
8-a 5,030

8-b 5,020 5,08 4,19 0,77 82,5
8-c 5,012
10-a 5,031

10-b 5,011 7,42 6,59 0,10 88,8
10-c 5,003
15-a 5,024

15-b 5,022 9,69 8,74 0,96 98,4
15-c 5,021

Média das recuperagdes 90,8

Desvio padrao das recuperagdes 6,8

De acordo com os resultados de recuperagdes apresentados,

pode se inferir que os mesmos sdo excelentes para todos os pesticidas

organoclorados estudados. Comparando-se com os resultados apresentados

no ultimo relatério, os valores de recuperagcdes foram maiores, isto ocorreu

devido a realizagao do reparo no equipamento de cromatografia gasosa. Assim

sendo, comparando-se com os resultados anteriormente obtidos o método

atual encontra-se otimizado e confiavel.
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45. Andlise de amostras reais

ApoOs apresentacdo dos bons valores de recuperacdo, realizou-se a

analise das amostras reais, com 6 tipos de peixes e, cujo os resultados séo

apresentados nas Tabelas 12 a 18.

Tabela 12. Determinacao dos niveis de concentracdo de heptacloro em amostras de

peixe.
Amostra Massa de Valores Valores Média Desvio-
peixe encontrados | encontrados padrao
(ug L) (ng g™
Bagre-1 5,010 - - 0,0208 0,0080
Bagre-2 5,006 0,0640 0,0128
Bagre-3 5,025 0,1450 0,0289
Corvina-1 5,001 0,0788 0,0158 0,0299 0,0142
Corvina-2 5,005 0,0334 -
Corvina-3 5,037 0,2226 0,0442
Taguara-1 5,028 0,4894 0,0973 0,1073 0,0108
Taguara-2 5,003 0,6120 0,1223
Taguara-3 5,008 0,5122 0,1023
Mandiuva-1 5,026 4,7600 - 0,1975 0,0579
Mandiuva-2 5,025 1,2834 0,2554
Mandiuva-3 5,017 0,7004 0,1396
Porquinho-1 5,031 0,0048 - 0,2927 0,1649
Porquinho-2 5,011 0,6402 0,1278
Porquinho-3 5,025 2,2998 0,4577
Tilapia-1 5,008 - -
Tilapia-2 5,002 - - - -
Tilapia-3 5,008 - -
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Tabela 13. Determinacao dos niveis de concentracao de aldrin em amostras de

peixe.
Amostra Massa de Valores Valores Média Desvio-
peixe encontrados | encontrados padréo
(ug L) (ngg™)
Bagre-1 5,010 0,3272 0,0653 0,0706 | 0,00528
Bagre-2 5,006 0,3798 0,0759
Bagre-3 5,025 - -
Corvina-1 5,001 - - 0,0647 0,01034
Corvina-2 5,005 0,3754 0,0750
Corvina-3 5,037 0,2736 0,0543
Taguara-1 5,028 0,2712 0,0539 0,0874 0,03349
Taguara-2 5,003 - -
Taguara-3 5,008 0,6056 0,1209
Mandiuva-1 5,026 - - 0,1366 0,04994
Mandiuva-2 5,025 0,9372 0,1865
Mandiuva-3 5,017 0,4346 0,0866
Porquinho-1 5,031 0,4722 0,0939 0,1076 0,01374
Porquinho-2 5,011 0,6080 0,1213
Porquinho-3 5,025 - -
Tilapia-1 5,008 - -
Tilapia-2 5,002 - - - -
Tilapia-3 5,008 - -
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Tabela 14. Determinacdo dos niveis de concentracdo de endosulfan em

amostras de peixe.

Amostra Massa de Valores Valores Média Desvio-
peixe encontrados | encontrados padréo
(ug L) (ng g™
Bagre-1 5,010 - - - -
Bagre-2 5,006 - -
Bagre-3 5,025 - -
Corvina-1 5,001 - - - -
Corvina-2 5,005 - -
Corvina-3 5,037 - -
Taguara-1 5,028 - - - -
Taguara-2 5,003 - -
Taguara-3 5,008 - -
Mandiuva-1 5,026 0,1392 - - -
Mandiuva-2 5,025 - -
Mandiuva-3 5,017 - -
Porquinho-1 5,031 0,1778 0,0353 0,0495 0,0142
Porquinho-2 5,011 0,3192 0,0637
Porquinho-3 5,025 - -
Tilapia-1 5,008 - -
Tilapia-2 5,002 - - - -
Tilapia-3 5,008 - -
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Tabela 15. Determinagao dos niveis de concentracdo de DDE em amostras de

peixe.
Amostra Massa de Valores Valores Média Desvio-
peixe encontrados | encontrados padréo
(ug L) (ng g™
Bagre-1 5,010 0,6274 0,1252 0,0909 | 0,0250
Bagre-2 5,006 0,3316 0,0662
Bagre-3 5,025 0,4078 0,0812
Corvina-1 5,001 5,9488 1,1895 1,2100 0,0553
Corvina-2 5,005 6,4342 1,2856
Corvina-3 5,037 5,8166 1,1548
Taguara-1 5,028 0,0256 0,0051 0,0052 0,00007
Taguara-2 5,003 0,0262 0,0052
Taguara-3 5,008 0,2256 -
Mandiuva-1 5,026 0,7520 0,1496 0,2272 0,0589
Mandiuva-2 5,025 1,4692 0,2924
Mandiuva-3 5,017 1,2014 0,2395
Porquinho-1 5,031 4,4788 0,8902 0,8840 0,0062
Porquinho-2 5,011 4,3988 0,8778
Porquinho-3 5,025 - -
Tilapia-1 5,008 0,2933 0,1171
Tilapia-2 5,002 0,2984 0,1193 0,1182 0,0011
Tilapia-3 5,008 - -
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Tabela 16. Determinacdo dos niveis de concentracdo de endrin em amostras

de peixe.
Amostra Massa de Valores Valores Média Desvio-
peixe encontrados | encontrados padrao
(ug L) (ng g™
Bagre-1 5,010 0,6030 0,1204 0,1941 0,0737
Bagre-2 5,006 0,2358 -
Bagre-3 5,025 1,3456 0,2678
Corvina-1 5,001 0,6306 0,1261 0,1937 0,0625
Corvina-2 5,005 0,8918 0,1782
Corvina-3 5,037 1,3946 0,2769
Taguara-1 5,028 1,4018 0,2788 0,2741 0,0047
Taguara-2 5,003 6,5156 -
Taguara-3 5,008 1,3492 0,2694
Mandiuva-1 5,026 - - - -
Mandiuva-2 5,025 1,1714 - -
Mandiuva-3 5,017 - -
Porquinho-1 5,031 - - - -
Porquinho-2 5,011 - -
Porquinho-3 5,025 13,3172 -
Tilapia-1 5,008 - -
Tilapia-2 5,002 - - - -
Tilapia-3 5,008 - -
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Tabela 17. Determinacao dos niveis de concentracdo de DDD em amostras de

peixe.
Amostra Massa de Valores Valores Média Desvio-
peixe encontrados | encontrados padrao
(ug L) (ng g™
Bagre-1 5,010 0,6242 - - -
Bagre-2 5,006 - -
Bagre-3 5,025 - -
Corvina-1 5,001 0,2710 0,0542 0,0562 0,00197
Corvina-2 5,005 0,5266 -
Corvina-3 5,037 0,2928 0,0581
Taguara-1 5,028 5,9266 - 0,1287 0,03447
Taguara-2 5,003 0,8164 0,1632
Taguara-3 5,008 0,4720 0,0942
Mandiuva-1 5,026 - - - -
Mandiuva-2 5,025 - -
Mandiuva-3 5,017 0,6668 -
Porquinho-1 5,031 - - - -
Porquinho-2 5,011 - -
Porquinho-3 5,025 12,0824 -
Tilapia-1 5,008 - -
Tilapia-2 5,002 - - - -
Tilapia-3 5,008 - -
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Tabela 18. Determinagao dos niveis de concentracdo de DDT em amostras de

peixe.
Amostra Massa de Valores Valores Média Desvio-
peixe encontrados | encontrados padréo
(ug L) (ng g™
Bagre-1 5,010 0,1620 0,0323 0,0370 0,0047
Bagre-2 5,006 0,7314 -
Bagre-3 5,025 0,2092 0,0416
Corvina-1 5,001 1,0470 0,2094 0,1352 0,0537
Corvina-2 5,005 0,4192 0,0838
Corvina-3 5,037 0,5670 0,1126
Taguara-1 5,028 0,6204 0,1234 0,1118 0,0220
Taguara-2 5,003 0,6560 0,1311
Taguara-3 5,008 0,4056 0,0810
Mandiuva-1 5,026 20,3348 - 0,7225 0,1885
Mandiuva-2 5,025 4,5776 0,9110
Mandiuva-3 5,017 2,6794 0,5341
Porquinho-1 5,031 0,5228 0,1039 0,0955 0,0084
Porquinho-2 5,011 0,2498 -
Porquinho-3 5,025 0,4378 0,0871
Tilapia-1 5,008 0,4385 0,1751
Tilapia-2 5,002 0,2324 0,0929 0,1375 0,0339
Tilapia-3 5,008 0,3618 0,1444
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A partir dos resultados obtidos, foi possivel a compilagado dos resultados

das quantidades médias de pesticidas encontrados em cada espécie de peixe

se encontra na Tabela 19.

Tabela 19. Quantidades médias encontradas em cada espécie de peixe

Quantidades médias de pesticidas encontrados (em ng g™ (peixe))

Amostras | Heptacloro | Aldrin | Endosulfan | DDE | Endrin | DDD DDT
Bagre 0,021+ 0,071t - 0,091+ | 0,194+ - 0,037+
0,008 0,052 0,025 | 0,073 0,005

Corvina 0,030+ 0,065+ - 1,210+ | 0,193+ | 0,056+ | 0,135+
0,014 0,010 0,055 | 0,063 | 0,002 | 0,054

Taguara 0,107+ 0,087+ - 0,005+ | 0,274+ | 0,129+ | 0,111+
0,011 0,033 0,0007 | 0,005 | 0,034 | 0,022

Mandiuva 0,197+ 0,137+ - 0,227+ - - 0,723+
0,058 0,049 0,059 0,188

Porquinho 0,293+ 0,107+ 0,049+ 0,884+ - - 0,096+
0,165 0,014 0,014 0,006 0,008

Tilapia - - - 0,118+ - - 0,138+
0,002 0,034

Os resultados nos permitem inferir que os peixes bagre e tilapia

foram os que apresentaram menores valores de contaminagao de pesticidas
organoclorados. O valor de DDE no peixe corvina foram os maiores valores de
contaminagao encontrado seguido do valor de DDT no peixe mandiuva, e
esses dois pesticidas foram encontrados em todas as amostras de peixe
analisadas. O DDE também apresentou os menores valores de erro das
analises. O pesticida endosulfan foi o0 menos encontrado, sendo apenas

detectado em amostras de peixe porquinho.

O peixe com menor contaminacao foi a tilapia, isso pode ser justificado
pelo fato desse tipo de peixe ser um grande atrativo para a aquicultura e

criagdo dos peixes em ambiente controlado o que ajuda a reduzir
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contaminagdes na agua dos mesmos. Uma vez que os outros ndo sao
tradicionalmente peixes de cultivo e sim de pesca extrativa diretamente do rio,
e esses sim nos mostram a qualidade da agua e o abuso da utilizagdo desses

pesticidas na agricultura.

Pela legislacéo brasileira, o limite de referencia para pesticidas
organoclorados em musculo de pescado é de 15ug kg”' ou 15ng g™, pela
instrucdo normativa n® 17, de 29 de maio de 2013 (MAPA). Assim sendo, todas
as amostras nesse trabalho apresentaram valores em conformidade com a
legislagdo. Porém, em termos de peixes para exportagdo nem todos iriam estar
enquadrados para essa fungdo uma vez que algumas instituigbes, como por

exemplo, a EU Pesticides data base esse limite cai para 01,ng g
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5. Conclusbes

O referido trabalho permitiu otimizar um método analitico para efetuar as
determinagdes dos pesticidas organoclorados estudados, em diferentes

amostras de peixe de agua doce reduzindo custos com o clean up da matriz.

Os valores de recuperacao obtidos apresentaram-se dentro da faixa de
linearidade do instrumento e do método e assim sendo os resultados da

amostra real estdo em concordancia com o método.

A maior variedade de pesticidas encontradas em amostra de peixe foi
para a espécie taguara e o maior valor encontrado para um pesticida especifico
foi para a espécie de peixe corvina. Os menores valores de pesticidas com
menores variedade de pesticidas diferentes foi para a espécie tilapia, uma vez
que a mesma é geralmente cultivada em ambientes controlados, o que diminui
o significantemente a contaminagdo da mesma por produtos geralmente
utilizados em areas agricolas. O pesticida que foi menos encontrado nas
amostras reais foi o endosulfan, apresentando-se em apenas nas amostras de

peixe da espécie porquinho.

Desta forma o novo método analitico cromatografico otimizado mostrou-
se simples, rapido preciso, sensivel e custo relativamente menor, quando

comparado com métodos analiticos relatados na literatura.
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