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RESUMO 

A maior parte dos pesticidas organoclorados (OCPs) possuem comercialização 
controlada ou proibida a décadas, no entanto são ainda encontrados em todos os 
locais do planeta. A determinação destes compostos em matrizes complexas como 
tecido de peixe é alvo constante de pesquisas, especialmente com o objetivo de 
minimizar consumo de reagentes e tempo. Este estudo objetivou desenvolver e 
validar um método QuECheRS com ultrassom e d-SPE para determinação por 
CG/ECD/MS de p,p’-DDE, p,p’-DDT, α-endosulfan, β-endosulfan, Aldrin e Dieldrin 
em tecidos de peixe, aplicar em amostras de tecidos de peixe comercializadas e em 
tecidos coletados em ambiente natural e realizar uma avaliação de risco das 
concentrações de OCPs detectadas nos tecidos. Três planejamentos fatoriais foram 
empregados para otimizar a etapa de preparo da amostra. O método desenvolvido 
foi validado para verificar seu desempenho e um possível efeito matriz, sendo 
posteriormente aplicado na extração de OCPs de músculo de Tilápia e Lambari 
comercializados em supermercados de Ponta Grossa e em músculo, ovas e vísceras 
de Lambari coletado da represa de Alagados, em Ponta Grossa. Ao final realizou-se 
uma avaliação de risco relacionando o consumo diário local, com massa corporal 
média da população e contaminação por OCPs nos tecidos analisados. Na validação 
o método apresentou recuperações entre 77,3% e 110,8%, com RSD inferior a 13% 
e os limites de detecção estiveram entre 0,24 µgkg-1 e 2,88µgkg-1, mostrando boa 
sensibilidade e precisão. Resíduos dos OCPs estudados foram detectados nos 
tecidos analisados em concentrações que variaram entre 3,4 µgkg-1 e 417,6 µgkg-1, 
verificando-se que os poluentes possuem uma tendência a bioacumular em maior 
proporção nas vísceras, do que em ovas e no músculo, a presença destes 
compostos nas ovas, demonstra que indivíduos da espécie analisada entram em 
contato com os OCPs desde a fase de embrião. Na avaliação de risco verificou-se 
que ao se consumir esses peixes, esses OCPs podem ao longo do tempo gerar 
efeitos adversos para a saúde dos consumidores. O método proposto mostrou-se 
efetivo na determinação de baixas concentrações de OCPs em tecidos de peixe, 
utilizando pequena massa de amostra (0,5 gramas), viabilizando a análise sem a 
necessidade de agrupamento (pool), ao mesmo tempo possibilitou a análise de 
tecidos, de peixe de pequena massa corporal total (Lambari), avaliando ainda a 
bioacumulação dos OCPs em diferentes tecidos. O método é aplicável  para análise 
de OCPs aplicado à área toxicológica. 
 
Palavras-chave: Peixe, Pesticidas organoclorados, contaminantes, extração, 
QuECheRS. 
 
 
 
 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Most organochlorine pesticides (OCPs) are controlled or banned for decades, but 
they are still found everywhere in the world. The determination of these compounds 
in complex matrices such as fish tissue is a constant goal of research, especially with 
the aim of minimizing reagent consumption and time. The aim of this study was to 
develop and validate a Quechers method with ultrasound and d-SPE for 
determination of p, p'-DDE, p, p'-DDT, α-endosulfan, β-endosulfan, Aldrin and 
Dieldrin in fish tissues, apply on samples of commercially available fish tissues and 
on tissues collected in the natural environment and carry out a risk assessment of the 
concentrations of OCPs detected in the tissues. Three factorial designs were used to 
optimize the preparation stage of the sample. The method developed was validated 
through figures of merit and matrix effect, and it was later applied in the extraction of 
OCPs from Tilapia and Lambari muscle marketed in supermarkets in Ponta Grossa 
and Lambari muscle, eggs and viscera collected from the Alagados dam in Ponta 
Thick. At the end of the study, a risk assessment was performed relating local daily 
consumption, mean body mass of the population and OCP contamination in the 
tissues analyzed. In the validation, the method presented recoveries between 77.3% 
and 110.8%, with RSD lower than 13% and detection limits between 0.24 μg kg -1 
and 2.88 μg kg -1, showing good sensitivity and precision. Residues of the OCPs 
studied were detected in the tissues analyzed at concentrations ranging from 3.4 
μgkg-1 to 417.6 μgkg-1, with pollutants having a tendency to bioaccumulate more in 
the viscera than in roe and in muscle, the presence of these compounds in the eggs, 
demonstrates that individuals of the analyzed species come into contact with OCPs 
from the embryo stage. In the risk assessment it was found that there is a risk when 
consuming these fish, these OCPs may over time generate adverse effects on the 
health of consumers. The proposed method was effective in the determination of low 
concentrations of OCPs in fish tissues, using a small sample mass (0.5 grams), 
making the analysis possible without the necessity of pooling, at the same time 
making possible the analysis of tissues, of fish of small total body mass (Lambari), 
also evaluating the bioaccumulation of OCPs in different tissues. The method is 
promising for OCP analysis applied to the toxicological area. 
Key-words: Fish, Organochlorine pesticides, Contaminants, Quechers extraction. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A história da humanidade possui diversos episódios em que países tiveram 

sua produção agrícola afetada por pragas como insetos, fungos entre outros, 

causando prejuízos inestimáveis. Para evitar esses acontecimentos, alguns produtos 

químicos, foram desenvolvidos, recebendo o nome de pesticidas. 

Os pesticidas tiveram um expressivo crescimento de produção e utilização ao 

longo dos anos, singularmente devido a sua eficácia e baixo custo.Quando os 

cientistas obtiveram evidências da toxicidade de alguns pesticidas para animais e 

especialmente para a espécie humana, alguns destes foram banidos ou sua 

produção e comercialização controladas para fins específicos. 

Dentre os pesticidas, destacam-se os pesticidas organoclorados (OCPs), 

devido sua toxicidade e persistência no ambiente. Alguns OCPs como o Aldrin, 

Dieldrin, p,p’ – DDE, p,p’- DDT e mais recentemente o endosulfan e seus isômeros 

tiveram seu uso restrito ou proibido pela Convenção de Estocolmo.  

Embora a produção da maioria OCPs tenha cessado a décadas, alguns 

estudos demonstram que ainda é possível encontrar níveis consideráveis destes 

compostos no meio ambiente. Isso ocorre devido ao uso ilegal, a facilidade de 

transporte destes a longas distancias por via aérea e sua alta persistência no solo 

com matéria orgânica, além de tecidos gordurosos, devido a sua lipofilicidade. 

Os peixes, de maneira geral, são os organismos mais afetados nos ambientes 

aquáticos, sendo que poluentes como os OCPs potencialmente se acumulam em 

seus tecidos gordurosos, podendo biomagnificar através dos níveis tróficos, 

permeando inclusive a placenta e contaminando os descendentes. 

Os tecidos analisados para verificar a contaminação por OCPs em peixes são 

normalmente músculo, fígado e brânquias. Poucos estudos avaliam a presença dos 

OCPs nas ovas de peixes, devido a massa dessas presente nos animais não ser 

suficiente para realizar a maioria dos procedimentos de extração. 

Neste sentido é imperioso o desenvolvimento de métodos de extração que 

propiciem a utilização de diferentes tecidos, mesmo aqueles que possuem uma 

pequena massa. Além disso, métodos de extração que reúnam simplicidade, baixo 

custo e uma alta extractabilidade dos analitos alvo, são desafios a serem superados. 
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Em busca disso, novos métodos são desenvolvidos constantemente.  O 

método QuEChERS (Rápido, Fácil, Barato, Eficaz, Robusto e Seguro) foi 

desenvolvido por Anastassiades e colaboradores em 2003 e tornou-se importante na 

análise de resíduos químicos não-polares como os OCPs em frutas e vegetais. 

Dentre suas várias vantagens incluem simplicidade, baixo custo e rapidez na 

aplicação. 

A modificação do método QuEChERs utilizando-se técnicas como a 

sonicação, assegura rapidez e facilidade, propiciando um maior contato entre a 

amostra e o solvente durante a extração, busca garantir que mesmo em uma 

pequena quantidade de amostra, todos os OCPs ali presentes serão extraídos. 

Em amostras com altos teores de lipídios, como tecidos de peixes, após a 

extração, faz-se necessária uma etapa de limpeza como a d-SPE (extração em fase 

sólida dispersiva). A otimização da utilização destes sorventes é também promissora 

nas modificações de métodos de extração de OCPs em tecidos de peixe. 

Após a modificação de métodos analíticos, são necessárias etapas de 

validação, assegurando o desempenho do método e demonstrando que ele é 

adequado para a finalidade a que se destina. 

Outra maneira de avaliar se o método é adequado à sua finalidade é a 

aplicação do mesmo em amostras reais, promovendo uma avaliação dos tecidos 

analisados quanto à contaminação pelos compostos em estudo. 

A presença de OCPs em tecidos de peixes pode gerar rapidamente ou de 

maneira cumulativa alterações nos organismos de níveis tróficos superiores, sendo 

necessária uma avaliação para se diagnosticar a dimensão dos riscos à que os 

consumidores estão expostos.  
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Desenvolver um método QuEChERS modificado para extração de pesticidas 

organoclorados de amostras de tecidos de peixe, com determinação por 

cromatografia a gás acoplada aos detectores de captura de elétrons e espectrômetro 

de massas. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

Realizar a otimização de um método QuEChERS objetivando minimizar o 

consumo de amostra. 

Avaliar o método otimizado quanto às figuras de mérito e efeito matriz.  

Testar a eficiência do método desenvolvido em amostras de músculo de 

Tilápia comercializadas na cidade de Ponta Grossa e em diferentes tecidos de 

Lambari coletados no Reservatório de Alagados em Ponta Grossa, Paraná. 

Realizar uma avaliação de risco com base nas concentrações de OCPs 

detectadas nas amostras de músculo de Tilápia e Lambari coletadas em 

supermercados de Ponta Grossa e nas amostras de ovas, músculo e vísceras 

coletadas no reservatório de Alagados, Ponta Grossa. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 POLUENTES ORGÂNICOS PERSISTENTES  

 

Muitos Poluentes orgânicos persistentes (POPs) foram amplamente utilizados 

durante o grande avanço na produção industrial, após a Segunda Guerra Mundial, 

quando milhares de produtos químicos sintéticos foram introduzidos para o uso 

comercial. Muitos destes produtos químicos provaram seu benefício no controle de 

pragas e doenças, produção vegetal, e na indústria.No entanto com o passar dos 

anos foi constatado que esses mesmos produtos químicos trazem malefícios para a 

saúde humana e o ambiente (USEPA, 2009). 

Os POPs incluem uma série de substâncias, classificadas como: 

1. Substâncias químicas intencionalmente produzidas atualmente ou já 

utilizadas na agricultura, controle de doenças, fabricação ou processos 

industriais. Exemplos incluem os PCB, os quais têm sido úteis em uma 

variedade de aplicações industriais (por exemplo, em grandes 

transformadores elétricos e condensadores, como fluidos hidráulicos e de 

troca de calor, e como aditivos para tintas e lubrificantes) e o DDT que 

ainda é utilizado para controlar vetores causadores da malária em algumas 

partes do mundo (USEPA, 2009). 

2. Substâncias químicas não intencionalmente produzidas, como as dioxinas, 

que resultam de alguns processos industriais e de combustão (por 

exemplo, a incineração de resíduos urbanos e hospitalares) (USEPA, 

2009). 

Em 17 de maio de 2004 entrou em vigor um tratado estabelecido pela 

Convenção de Estocolmo, visando o controle e eliminação do uso de POPs. O Brasil 

a ratificou em 16 de junho de 2004, tornando-se membro do tratado em 14 de 

setembro de 2004. 

Este tratado selecionou inicialmente doze substâncias (conhecidas como as 

doze sujas): aldrin, endrin, dieldrin, clordano, DDT, toxafeno, mirex, heptacloro, 

hexaclorobenzeno, PCB, dioxinas e furanos. (ALMEIDA et al., 2007). 

Além das doze substâncias iniciais, em 2009 foram acrescentadas outras 9 

substâncias, em 2011 o endosulfan e em 2013 o composto 

Hexabromociclododecano (BRASIL, 2017). Na Figura 1 tem-se as estruturas 
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químicas dos compostos banidos ou restringidos pela Convenção de Estocolmo. 
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Figura 1 - Estrutura química dos POPs banidos ou restringidos pela Convenção de  
Estocolmo. 
Fonte: Adaptado de NIKOLAIVITS et al., 2017. (A) “Duzia suja” (B) os novos POPs e o ano em que 

foram listados, e (C) novos propostas em revisão. 

Os POPs são substâncias altamente resistentes à degradação, 

principalmente pela presença de halogênios em uma estrutura normalmente cíclica 

(Figura 1), (DUARTE, 2002) e bioacumulam facilmente nos tecidos. 

Devido a esta capacidade de bioacumular, as espécies dos níveis tróficos 

mais elevados tornam-se vulneráveis à exposição aos POPs por meio da  dieta 

(BORGA et al., 2004). Esta exposição pode causar diversos problemas à saúde, 

como alguns tipos de câncer, defeitos congênitos, disfunções no sistema 

imunológico e reprodutivo (PNUMA, 2010). 

Além de bioacumular, os POPs são semivoláteis podendo evaporar e 

condensar sucessivamente, em um processo chamado “destilação global”. Esse 

mecanismo explica a presença de POPs nas regiões remotas onde nunca foram 

utilizados, como as ilhas oceânicas e a Antártica (MONTONE, 2018). Esta 

propriedade dificulta o rastreamento da fonte original do contaminante (UNEP/GEF, 

2002). Existem evidências de que consideráveis quantidades de pesticidas atingem 

o mar. Segundo a Academia de Ciências dos Estados Unidos, cerca de 25% da 

produção mundial de organoclorados chega a este ecossistema. Sabe-se que a 

principal rota de entrada dos organoclorados DDT (diclorodifeniltricloroetano) e 

Aldrin no oceano é a atmosfera. Estudos realizados  indicaram que a poeira 

transportada pelos ventos apresentava até 150 mg g-1 de DDT (TOPOS, 

1999).Pode-se visualizar este processo na Figura 2. 

 



19 
 

 

 

 
Figura 2 - Ciclo dos poluentes orgânicos persistentes (POPs) 
Fonte: MONTONE, 2018. 

 

Os POPs tornaram-se contaminantes comuns em peixes, laticínios e em 

outros alimentos, graças a sua propriedade de se acumular em tecidos gordurosos 

(DUARTE, 2002). Dentro da lista de POPs, estabelecida pela Convenção de 

Estocolmo, os pesticidas ocupam lugar de destaque, principalmente pela toxicidade. 

3.2 PESTICIDAS 

Na literatura internacional, o grupo de substâncias/produtos químicos 

definidos como agrotóxico recebe a denominação de pesticida (pesticide). O termo 

“agroquímico” o mais próximo de agrotóxico encontrado em literatura de língua 

inglesa (agrochemicals) e, em menor escala, também na língua portuguesa engloba 

um número maior de produtos, como os fertilizantes e adubos inorgânicos. Portanto, 

não representa o real sentido do termo agrotóxico (PERES et al., 2003). 

Pesticidas podem ser definidos como qualquer substância ou uma mistura de 

substâncias utilizadas para prevenir, destruir ou repelir qualquer praga (NOLLET e 

RATHORE, 2010).  

A legislação brasileira através do decreto n° 4.074, de 04 de janeiro de 2002, 

que regulamenta a lei n° 7.802 de 11 de julho de 1989, define pesticidas como: 

“Produtos ou agentes de processos físicos, químicos ou biológicos, destinado ao uso 
nos setores de produção, no armazenamento e beneficiamento de produtos agrícolas, 
nas pastagens, na proteção de florestas, nativas ou plantadas, e de outros 
ecossistemas e de ambientes urbanos, hídricos e industriais, cuja finalidade seja 
alterar a composição da fauna e flora, a fim de preservá-las da ação danosa de seres 
vivos considerados nocivos, bem como as substâncias e produtos empregados como 
desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento” (BRASIL, 
2002). 
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Estas substâncias começaram a ser utilizadas por volta de 1940, gerando 

grandes benefícios para a produção agrícola. No entanto, os impactos a médio e 

longo prazo eram ainda desconhecidos. Mesmo sem este conhecimento eles foram 

lançados no mercado consumidor, doméstico ou industrial, sem restrições. 

Posteriormente verificou-se que estes compostos demoram anos para se degradar 

no meio ambiente, permanecendo estáveis por um longo período (AGUERA et al., 

2002; DUARTE, 2002). 

Os Estados Unidos chegaram a produzir sozinhos no ano de 1963,  8,13 × 

107 kg de DDT, um pesticida da classe dos organoclorados (STERNENSEN, 2004). 

Entre 2002 e 2012 o mercado mundial de pesticidas cresceu 93%.Em contrapartida 

o mercado brasileiro de consumo de pesticidas cresceu 190%. Em 2008, o Brasil 

ultrapassou os Estados Unidos e assumiu o posto de maior mercado mundial de 

pesticidas (ANVISA, UFPR, 2012).  

O Brasil consome cerca de 20% de todo o pesticida produzido mundialmente 

(PELAEZ et al., 2015). Cerca de 30% dos ingredientes ativos utilizados no Brasil são 

proibidos na União Europeia (BOMBARDI, 2016). 

A classificação dos pesticidas baseia-se principalmente em sua natureza 

química (organoclorados, organofosfatos, entre outros), requisito de aplicação 

(agricultura, saúde pública, doméstico) e organismo alvo ou uso direcionado 

(inseticida, herbicida, fungicida, etc.) (JAYARAJ et al., 2016). 

No ano de 2016 o número de produtos comerciais com registro para uso no 

Brasil era de 1771, como pode-se verificar na Tabela 1.  

 

Tabela 1 - Número de produtos comerciais registrados para uso no Brasil, por classe, no ano de 
2016. 

Classes Nº de produtos comerciais 

Inseticidas 459 
Herbicidas 611 
Fungicidas 449 
Outros 252 

Total 1771 

Fonte: AGROFIT, MAPA, 2016 

 

Na safra de 2016, no Brasil, foram plantados 77 milhões de hectares de 

lavoura temporária (soja, milho, cana, algodão) e permanente (café, cítricos, frutas, 

eucaliptos), o que corresponde a cerca de 860 milhões de litros (produtos 
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formulados) de pesticidas pulverizados nessas lavouras, principalmente de 

herbicidas, fungicidas e inseticidas. Essa quantidade gera uma média de uso de 

cerca de 12 litros por hectare (IBGE; SIDRA, 2017).  Na Figura 3 tem-se um mapa 

da quantidade de pesticidas utilizada por região do Brasil no período de 2012 a 

2015. 

 

Figura 3 - Quantidade de pesticidas utilizada por região do Brasil no período 2012-2015. 

Fonte: BOMBARDI, 2017. 
 

Verifica-se na Figura 3 que a região Sul figura em segundo lugar no consumo 

de pesticidas, sendo que o Paraná ocupa a primeira posição nesta região como 

mostra a Figura 4. 
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Figura 4 - Quantidade de pesticidas utilizada por estado da região Sul no período 2012-2015. 
Fonte: BOMBARDI, 2017. 

 

A utilização dos pesticidas pode trazer três potenciais problemas aos seres 

humanos, o primeiro é a toxicidade. Estima-se que três milhões de casos de 

intoxicações por pesticidas aconteçam no mundo a cada ano, destes 220 mil 

revelam-se fatais. A poluição do solo, da água e ar, os riscos para a saúde dos seres 

humanos, animais domésticos, e, de fato, a contaminação do meio ambiente 

constituem o segundo problema. O desenvolvimento de resistência das pragas e 

ressurgimento das mesmas, favorecendo o uso de maiores doses gerando riscos 

ambientais, é o terceiro problema (SINGH e VERMA, 2001). 

De todo esse volume de pesticida aplicado, mais da metade (52%) é 

destinado à lavoura de soja, e outros 20% são destinados a milho e cana de açúcar, 

com 10% cada (Figura 5). 
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Figura 5 - Percentagem de venda de pesticidas no Brasil por cultura. 

Fonte: SINDVEG, 2017. 
 

No Brasil durante o período 2007-2014 foram registrados 25 mil casos de 

intoxicação por pesticidas. Sendo cerca de 3125 casos por ano, ou 8 intoxicações 

diárias. No entanto presume-se que para cada caso de intoxicação notificado tenha-

se outros 50 não notificados, portanto é possível que nesse período tenham ocorrido 

1.250.000 casos de intoxicação por pesticidas de uso agrícola (BOMBARDI, 2017). 

Na Figura 6 verificam-se a distribuição dos casos de intoxicação por unidade da 

federação.  

  

Figura 6 - Casos de intoxicação por pesticidas de uso agrícola por unidade da federação no período 
2007-2014. 
Fonte: BOMBARDI, 2017. 
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Verifica-se na Figura 6 que a região Sul ostenta a primeira posição em casos 

de intoxicação por pesticida, sendo o estado do Paraná o primeiro em número de 

casos de intoxicação por pesticidas de uso agrícola no período 2007-2014. 

O estado do Paraná ocupa também a primeira posição em número de óbitos 

causados por intoxicação por pesticidas de uso agrícola no período 2007-2014, 

como pode ser verificado na Figura 7.  

 

Figura 7 - Óbitos causados por intoxicação por pesticidas por unidade da federação no período 2007-
2014. 

Fonte: BOMBARDI, 2017. 
 

Sabe-se que apenas 0,1% da quantidade total aplicada de um pesticida 

utilizado atingirá o sítio alvo, o resto estará disperso em torno deste local 

(PIMENTEL e LEVITAN, 1986). A quantidade destes compostos que alcança os 

recursos hídricos varia significativamente entre regiões e depende da dosagem, das 

características químicas do produto e das condições ambientais durante a aplicação 

(HUBER et al., 2000). 

Devido a isso, antes da liberação de produtos químicos como os pesticidas, é 

necessário um estudo para avaliar sua persistência e mobilidade no solo e em 

organismos não alvo. A partir da análise dos resultados obtidos com estes estudos a 
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Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) estabelece o Limite Máximo de 

Resíduo (LMR) para este pesticida e o intervalo de segurança (BRASIL, 2016).  

O LMR é um parâmetro agronômico, derivado de estudos de campo 

supervisionados que simulam o uso correto do pesticida pelo agricultor.  Constitui 

um dos componentes para o cálculo da exposição e avaliação do risco dietético, 

cálculo esse que antecede o registro de um pesticida (BRASIL, 2016). 

Com o objetivo de estabelecer limites em níveis seguros para os 

consumidores, os valores de LMR são definidos por meio dos estudos mencionados 

que partem da utilização de quantidades mínimas de pesticidas no campo, a fim de 

atender a eficiência agrícola necessária. O objetivo é garantir que a quantidade de 

resíduo no alimento seja a menor possível (BRASIL, 2016). 

No entanto, o que se vê no Brasil são pesticidas com LMR superiores aos 

estabelecidos em outros países. Para o inseticida Malation, seu LMR para feijão na 

União Européia é 0,02 mg kg-1 já no Brasil esse valor é 8 mg kg -1, cerca de 400 

vezes mais (BOMBARDI, 2017), gerando uma permissividade muito maior quanto à 

aplicação destes compostos nas culturas brasileiras. Isso favorece o acúmulo de 

resíduos destes compostos no ambiente e na biota. 

O programa de análise de resíduos de agrotóxicos em alimentos (PARA) da 

ANVISA tem como função avaliar diferentes tipos de alimentos, periodicamente, 

quanto à contaminação por pesticidas.  

O PARA analisou no período de 2013 a 2015 12.051 amostras de 25 

alimentos de origem vegetal representativos da dieta da população brasileira, dentre 

o total de amostras analisadas, 9.680 amostras (80,3%) foram consideradas 

satisfatórias, sendo que 5.062 destas amostras (42,0%) não apresentaram resíduos 

dentre os pesticidas pesquisados e 4.618 (38,3%) apresentaram resíduos de 

pesticidas dentro do LMR, estabelecido pela ANVISA. Foram consideradas 

insatisfatórias 2.371 amostras (19,7%), sendo que 362 destas amostras (3,00%) 

apresentaram concentração de resíduos acima do LMR e 2.211 (18,3%) 

apresentaram resíduos de pesticidas não autorizados para a cultura, conforme 

verifica-se na Figura 8 (BRASIL, 2016). 
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Figura 8 - Distribuição das amostras analisadas segundo a presença ou a ausência de resíduos de 
pesticidas e o tipo de irregularidade 
Fonte: BRASIL, 2016 

 

Neste mesmo estudo o PARA detectou mais de um pesticida no mesmo 

alimento. Esta detecção concomitante pode potencializar o efeito tóxico dos resíduos 

de pesticidas que possuem o mesmo mecanismo de ação tóxica.  

A Figura 9 apresenta o perfil do número de resíduos de pesticidas detectados 

pela ANVISA em uma mesma amostra, considerando os resíduos em situação 

regular e irregular. A maioria das amostras em que foram detectados resíduos, 

apresentou entre uma e duas detecções simultaneamente (BRASIL, 2016). 

 

Figura 9 - Perfil de detecções de pesticidas em uma mesma amostra, considerando os resíduos 
detectados como regulares e irregulares. 
Fonte: BRASIL, 2016. Nota: R: Resíduos detectados simultaneamente em uma mesma amostra. 
 

De modo geral os pesticidas mais utilizados são os herbicidas, seguidos pelos 

inseticidas e fungicidas. Embora os herbicidas sejam mais utilizados, em geral, sua 

toxicidade é menor que a dos inseticidas. Os inseticidas podem ser classificados em 

4 classes: organofosforados, piretróides, carbamatos e organoclorados. Dentre 

essas quatro classes os organoclorados possuem as maiores estabilidades no 

ambiente (OLIVEIRA-SILVA et al., 2001).  
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3.2.1 Pesticidas organoclorados (OCPs) 

Dados estatísticos demonstram que 40% de todos os pesticidas utilizados 

pertencem à classe de produtos químicos organoclorados. Devido ao seu baixo 

custo e à necessidade de controle de pragas, os OCPs como DDT, 

hexaclorociclohexano (HCH), aldrin e dieldrin estão entre os pesticidas mais 

utilizados nos países em desenvolvimento (FAO, 2005; GUPTA, 2004). 

OCPs foram e ainda são muito utilizados no controle da malária e tifo, mesmo 

sendo banidos na maioria dos países desenvolvidos (AKTAR et al., 2009).  

Além disso alguns OCPs banidos podem fazer parte da formulação de OCPs 

ainda liberados, como é o caso do OCP Dicofol, que pode conter resíduos de DDT 

(ZENG et al., 2017). 

O Aldrin (C12H8Cl6) (1,2,3,4,10,10-Hexaidro-1,4,4a,5,8,8a-hexaidro-1,4-endo, 

exo-5,8-dimetanonaftaleno) é rapidamente metabolizado para Dieldrin (C12H8Cl6O) 

(1,2,3,4,10,10,-Hexacloro-6,7-epoxi-1,4,4a,5,6,7,8,8a-octaidroexo-1,4-endo-5,8-

dimetanonaftaleno)   (Figura 10), tanto pelas plantas como pelos animais e, por esta 

razão, apresenta persistência  e tempo de meia vida no solo de 20-100 dias 

(CENTENO et al.,2007).  

 

 

 

 

Figura 10 - Reação de epoxidação do Aldrin à Dieldrin. 
Fonte: PANDOLFO, 2012. 

 

A abreviação para ao nome científico do Aldrin é HHDN. Aldrin grau técnico 

contém 85,5% de Aldrin. Outros nomes utilizados para identifica-lo são Aldrec, 

Aldrex, Drinox, Octaleno, Seedrin e Componente 118 (ATSDR, 2002). Está presente 

na Convenção de Estocolmo no Anexo A de produtos que devem ser eliminados. 
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O Aldrin é um inseticida, no entanto segundo a página da Convenção de 

Estocolmo também pode matar aves, peixes e humanos. Em humanos adultos, a 

dose fatal é estimada em cerca de cinco gramas. Os seres humanos são 

principalmente expostos a este pesticida através de produtos lácteos e carnes 

animais. Estudos na Índia indicam que a ingestão média diária de Aldrin e seus 

subprodutos de Dieldrin são de aproximadamente 19 microgramas por pessoa 

(STOCKHOLM CONVECTION, 2018). 

No Brasil, a Companhia Shell formulou Aldrin e Endrin nos anos de 1977 a 

1990 no Estado de São Paulo e, mesmo produzindo, o Brasil importou mais 294 

toneladas de Aldrin entre 1989 e 1991. Nos dias de hoje, provavelmente ainda 

existam estoques deste produto. A Companhia Shell possui 1250 toneladas de solo 

contaminando por Aldrin, Dieldrin e Endrin no estado de São Paulo (BARRA et al., 

2006). 

A comercialização do Aldrin foi interrompida no Brasil em 1985, através da 

portaria 329 de 02 de setembro de 1985 do Ministério da Agricultura, sendo ainda 

permitida a comercialização de iscas para formigas e cupinicida destinados a 

reflorestamentos elaborados a base de Aldrin. Entretanto a fabricação para 

exportação continuou até 1990. 

Em 1998, através da Portaria n.º 12 do Ministério da Saúde, este produto foi 

proibido para todas finalidades.  

Assim como o Aldrin, o Dieldrin é altamente persistente no solo, com um 

tempo de vida de 3 a 4 anos em climas temperados, e possui alta tendência à 

bioconcentração (CENTENO et al., 2007). A abreviação do nome científico do 

Dieldrin é HEOD, outros nomes utilizados para identifica-lo são Alvit, Dieldrix, 

Octalox, Quintox e Red Shield (ATSDR, 2002). 

Este OCP está presente na Convenção de Estocolmo no anexo A, como 

produto a ser eliminado. É utilizado principalmente para controlar pragas têxteis e 

para controlar doenças transmitidas por insetos. É altamente tóxico para peixes e 

outros animais aquáticos, particularmente rãs, cujos embriões podem desenvolver 

deformidades da coluna vertebral após exposição e este composto. Resíduos deste 

pesticida foram encontrados no ar, água, solo, peixes, aves e mamíferos, incluindo 

humanos (STOCKHOLM CONVECTION, 2018). 
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Dieldrin é um produto sintético, não encontrado naturalmente no meio 

ambiente. Ele pode ser originado da epoxidação do Aldrin (Figura 10) ou através da 

produção industrial. 

Aldrin e Dieldrin puros são pós brancos e evaporam lentamente no ar, sendo 

que o Aldrin volatiliza mais rapidamente do que o Dieldrin, tendo ambos odores 

suaves (ATSDR, 2002). 

Devido às suas semelhanças estruturais, esses compostos compartilham 

certas características físico-químicas, como a persistência, bioacumulação e 

toxicidade. A persistência é definida como meia-vida superior a dois meses em água 

ou seis meses no sedimento do solo. A persistência dos OCPs de maneira geral 

varia entre moderada com meia vida de aproximadamente 60 dias a alta com meia-

vida de até 10-15 anos (AUGUSTIJN-BECKERS et al., 1994). 

A intoxicação por Aldrin e Dieldrin pode gerar alterações neurotóxicas, 

reprodutivas, de desenvolvimento, imunológica, genotóxica, efeitos teratogênicos, 

náuseas, vômitos, espasmos musculares e anemia aplástica (USEPA, 2003). 

Um dos OCPs mais utilizado historicamente na prática agrícola é o 

diclorodifeniltricloroetano (DDT), que é moderadamente perigoso, com alta 

persistência e meia-vida de 2 a 15 anos (AUGUSTIJN-BECKERS et al., 1994).  

 O DDT (C14H9Cl5) - (1,1,1-Tricloro-2,2-bis-(4-clorofenil)-etano) salvou várias 

vidas no controle de pragas como a malária, porém sua persistência e lipofilicidade 

causou a morte de vários animais (CENTENO et al., 2007). 

Este OCP está na convenção de Estocolmo no seu anexo B, indicando que os 

países signatários devem evitar a utilização deste produto. O DDT foi amplamente 

utilizado durante a Segunda Guerra Mundial para proteger soldados e civis contra a 

malária, o tifo e outras doenças espalhadas por insetos. Após a guerra, ele 

continuou a ser usado para controlar a doença, e foi pulverizado em uma variedade 

de culturas agrícolas, especialmente o algodão. Continua a ser aplicado contra 

mosquitos em vários países para controlar a malária (STOCKHOLM CONVECTION, 

2018). 

O início da sua produção foi na década de 50. Entre 1959 a 1982, 75,5 mil t 

de DDT foram produzidos e entre 1959 a 1975 as importações atingiram 31,3 mil t. 

Atualmente uma das possíveis fontes deste OCP para o meio ambiente é a 
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produção do pesticida dicofol, o qual pode conter resíduos de DDT (ZENG et al., 

2017). 

O inseticida DDT constitui uma mistura formada por: p,p’- DDT (77,1%), o,p’- 

DDT (14,9%), p,p’- DDD (0,3%), o,p’ – DDD (0,1%) e impurezas (3,5%). Logo que o 

DDT entra em um determinado organismo ocorre a metabolização em DDE (Figura 

11) que é o composto menos tóxico e o mais encontrado nos organismos 

contaminados (D' AMATO et al., 2002). Já o DDD (Diclorodifenildicloroetano), outro 

derivado do DDT, é tóxico para insetos e possui menos toxicidade que o DDT para 

peixes (CLARK, 2001). 

 

Figura 11 - Reação de metabolização do DDT em DDD e DDE. 
Fonte: PANDOLFO, 2012. 

 

Os principais sintomas relacionados à intoxicação por DDT são náuseas, 

tonturas, confusão, dor de cabeça, letargia, descoordenação, vômitos, fadiga, 

tremores nas extremidades, anorexia, anemia, fraqueza muscular, 

hiperexcitabilidade, ansiedade e tensão nervosa (KLAASSEN et al., 1996). 

Outro OCP utilizado historicamente em grande escala é o endosulfan - 

(C9H6Cl6O3S) (6,7,8,9,10,10-Hexacloro-1,5,5a,6,9,9a-hexaidro-6,9-metano-2,4,3-

benzodioxathiepin-3-oxide). O endosulfan contém os isômeros α- e β- endosulfan. 

Os tempos de meia vida no solo são cerca de 35 e 150 dias para os isômeros α e β, 

respectivamente (Figura 12). Nas plantas, ele é rapidamente degradado em 

endosulfan sulfato (CENTENO et al., 2017). 
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Figura 12 - Isômeros de endosulfan 
Fonte: BRASIL, 2017. 
 

O endosulfan é um OCP ainda em voga em muitas partes do mundo para 

combater pragas, a fim de aumentar a produtividade agrícola (KULLMAN e 

MATSUMURA, 1996). Sua importação para o Brasil iniciou na década de 60, sendo 

que entre 1962 e 1982 foram importadas 6,6 mil toneladas. Entre 2000 e 2003 a 

importação atingiu 16 mil toneladas (IBAMA, 2003). 

Entre os efeitos causados por uma intoxicação por endosulfan, podem-se citar 

diminuição da contagem de glóbulos brancos e migração de macrófagos, efeitos 

adversos no sistema imunológico humoral e mediado por células. Pode afetar a 

qualidade do sêmen, contagem de espermatozoides, células espermatogônicas e 

gerar outras alterações nos hormônios sexuais masculinos, além de causar dano e 

mutação no DNA (PANDEY et al., 1990; SUSAN e SANIA, 1999; SINGH et al., 

2007). 

O poder residual considerado como de qualidade decididamente positiva 

desses compostos começou a ser encarado como sério inconveniente, encerrando 

significado ecológico de extrema gravidade, pois os OCPs bioacumulam no tecido 

adiposo de várias espécies animais (SVENSSON, 1994), devido a sua estabilidade 

química que lhe proporciona baixa degradabilidade no ambiente (BRUZZONITI et 

al., 2014). 

Esta é a principal forma de contaminação de produtos de origem animal, pois 

sequencialmente eles entram na cadeia alimentar dos seres humanos (WORTHING 

e WALKER, 1987; GUO et al., 2009). A partir do início dos anos 1970 o uso de 

OCPs tem sido progressivamente restringido a aplicações específicas em diversos 

países (FAO/WHO, 2010; EFSA, 2013). 

Além disso, esses compostos podem se degradar ou originar metabólitos no 

ambiente, que por muitas vezes são mais tóxicos e estáveis que o OCP que os 

originou. Vários processos no ambiente podem levar a degradação de um OCP, os 

β-endosulfan α -endosulfan 
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principais são: hidrólise, fotodegradação, redução ou oxidação e degradação através 

de microrganismos (DEAN, 1998). 

Esse processo de transformação e degradação no meio ambiente depende 

tanto das características do próprio ambiente, como das características físico-

químicas das substâncias (MUSUMECI, 1992; ANDRÉA, 2004).  

Devido às propriedades de estabilidade, geradas pelas características 

químicas de suas moléculas, os OCPs são transportados para longas distâncias o 

que propicia sua detecção em locais, como as regiões árticas, muito distantes de 

onde eles foram aplicados (ALAMDAR et al., 2014). 

3.2.1.1 Propriedades físico-químicas relevantes dos OCPs 

 

Devido à variabilidade estrutural dos pesticidas, o estudo de suas 

propriedades físico-químicas possibilita prever seu comportamento no meio 

ambiente e no organismo animal. 

Segundo Dean (1998) as principais propriedades químicas de um pesticida 

que influenciam sua estabilidade no meio ambiente são: estrutura química, massa 

molecular, ponto de fusão/ebulição, estado físico a 20-25°C, pressão de vapor a 20-

25°C, solubilidade em água a 20-25°C, coeficiente de partição octanol/água (Kow) e 

Coeficiente de adsorção normalizado pelo carbono orgânico (Koc). 

Na Tabela 2 tem-se as principais características físico químicas de alguns 

OCPs. 

Tabela 2 - Características físico químicas de alguns OCPs.  

 
Pesticida Fórmula  

molecular 

MM 

g/mola 

P.F  

ºCb 

P.E ºCc Log Kowd PV(mPa) 

25°Ce 

Kocf Sol 

mg/L 

25°Cg 

Aldrin C12H8Cl6 363.873 104 145  6.75 3 5,4 0,014 

Dieldrin C12H8Cl6O 380.91 177 385 5,4 0,024 5,4 0.195 

p,p’-DDT C14H9Cl5 354.49 109 185 6.91 0.025 5.18 0.025  

p,p’-DDE C14H8Cl4 318.01 87 316,5 6.51 0,799 4.70 0.12  

Endosulfa

n  α/β 

C9H6Cl6O3S 405.81 106 - 3,86/3,62 0,022 4,03/4,13 0,32 

Fonte: PUBCHEM, 2018 e ATSDR, 2018. 

Nota: a. massa molecular, b. ponto de fusão, c. ponto de ebulição, d. logaritimo do coeficiente de partição 

octanol/água, e. pressão de vapor, f. Coeficiente de adsorção normalizado pelo carbono orgânico, g. solubilidade 

em água a 20-25°C.  
 

Uma das características químicas dos pesticidas e especialmente dos OCPs 

que mais influencia nas suas propriedades físicas e na sua reatividade é a estrutura 

química. Alguns OCPs apresentam estrutura aromática, possuindo além disso uma 
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ou mais ligações cloro-carbono, assegurando à molécula estabilidade. (SOLOMONS 

et al., 2009). 

Os OCPs apresentam também baixa solubilidade em água, porém alta 

solubilidade em meios apolares lipofílicos. O grau de hidrofobicidade de uma 

substância é representado pelo coeficiente de partição octanol/água (Kow), ou seja: 

 

    𝐾𝑜𝑤 =
𝐶 𝑜𝑐𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙

𝐶 á𝑔𝑢𝑎
                                                                (1) 

Onde:  

C octanol: concentração da substância em n-octanol 

C água: concentração da substância em água 

 

O valor de Kow é reportado frequentemente na literatura na sua forma 

logarítmica decimal, devido a sua grandeza que em alguns casos ultrapassa um 

milhão. Por exemplo, o Kow do DDE é de cerca de 100.000 (105), sendo o logKow = 5 

(BAIRD, 2002; MACKAY et al., 2006) 

Em geral, quanto maior for o coeficiente de partição Kow octanol-água, maior 

será a probabilidade de encontrar o   OCP na matéria orgânica de solos e 

sedimentos e tecidos gordurosos de organismos vivos (BAIRD, 2002).  

Porém, valores de log Kow de 7, 8 ou maiores são indicativos de produtos 

químicos capazes de adsorver fortemente aos sedimentos, o que tomará realmente 

improvável que adquiram mobilidade suficiente para introduzir-se nos tecidos vivos. 

Por essa razão, os produtos químicos com valores de log Kow na faixa de 4-7, como 

a maioria dos OCPs (Tabela 2) são os que se bioconcentram em maior grau (BAIRD, 

2002).  

Outro parâmetro utilizado para prever a presença dos OCPs no ambiente e na 

biota é o coeficiente de adsorção normalizado pelo carbono orgânico (Koc), que 

prevê a tendência do pesticida em ficar adsorvido na matéria orgânica do solo e 

águas superficiais. Moléculas solúveis em água apresentam valores de Koc baixos, 

podendo ser mais facilmente biodegradáveis (BARCELÓ e HENNION, 2006). 

O valor Koc aumenta proporcionalmente com ahidrofobicidade (Kow) de um 

composto, ou seja, maior será sua afinidade pela matéria orgânica (GHISELLI, 

JARDIM, 2007; MUNARETTO, 2013). 
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Quando a água passa através das brânquias dos peixes, os compostos se 

difundem de forma seletiva para os tecidos, além disso, quando os peixes se 

alimentam de organismos aquáticos pertencentes à sua cadeia alimentar, há um 

aumento na concentração destes compostos nos tecidos, gerando a 

bioconcentração (BAIRD, 2002).  

Bioconcentração é o processo que causa o aumento na concentração de uma 

substância química em um organismo aquático em relação a sua concentração na 

água, devido a incorporação através de sua absorção unicamente pela água, a qual 

pode ocorrer pela superfície respiratória e/ou pela pele. Já a biomagnificação pode 

ser definida como a acumulação de uma substância na biota em toda a extensão da 

cadeia alimentar através da alimentação. A bioacumulação é o somatório destes 

dois processos (VOUTSAS, MAGOULAS e TASSIOS, 2002; BUAH-KWOFIE, 

HUMPHRIES, PILLAY, 2018). 

Pode-se citar como exemplo de bioconcentração os resultados obtidos no 

estudo desenvolvido por Almatari et al. (2017) em que avaliando o músculo de várias 

espécies de peixe coletadas no Lago Temsah (Egito), obteve concentrações médias 

de OCPs entre 38,8 ng g-1 e 83,5 ng g-1, já na água deste mesmo lago a 

concentração média ficou em 1,31 ng mL-1, indicando um alto nível de 

bioconcentração.  

Como exemplo de biomagnificação, tem-se o exemplo da determinação de 

DDT na água marinha de Long Island Sound. Na água a concentração de DDT 

determinada foi de cerca de 0,000003 ng g-1, mas atinge 0,04 ng g-1 no plâncton, 0,5 

ng g-1 na gordura de peixes vairões, 2 ng g-1 nos peixes-agulha que nadam nestas 

águas e 25 ng g-1 na gordura dos cormorões e águias-pescadoras que se alimentam 

de peixe, perfazendo um fator de biomagnificação total de cerca de dez milhões 

(BAIRD, 2002). 

O contato de OCPs com peixes podem gerar a acumulação de quantidades 

de OCPs significativamente maiores daquelas encontradas nas águas em seu 

entorno, devido à sua baixa capacidade para metaboliza-los, geralmente os 

acumulam em concentrações mais elevadas do que animais terrestres (MARTI et al., 

2010). Sendo assim, peixes tornam-se uma importante fonte de contaminação para 

seus predadores, inclusive os seres humanos (LEDOUX, 2011).  
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3.3 PEIXE 

A produção mundial de pescados vem aumentando, alcançando 169,2 

milhões de toneladas em 2015, destes 68% são peixes (FAO 2017). O Brasil ocupa 

a 19° posição na produção mundial de pescados, tendo a China como maior 

produtor mundial (BRASIL, 2014). 

No que diz respeito à aquicultura continental, a produção brasileira em 2011 

foi de 544,4 mil toneladas, sendo baseada principalmente na criação de peixes, visto 

que os outros ramos praticados em água doce não apresentaram números 

significativos. As regiões Sul, Nordeste, Norte, Sudeste e Centro-Oeste tiveram as 

maiores produções, respectivamente (BRASIL, 2013). 

As espécies de água doce tiveram sua produção amplificada, principalmente 

devido ao baixo custo de produção, permitindo que o mercado cresça. Segundo a 

FAO espécies como a Carpa e a Tilápia, representarão em 2025 60% da produção 

aquícola mundial. 

As exportações brasileiras alcançaram no ano de 2016 o montante de 236 

milhões de dólares, correspondendo a 40 mil toneladas, sendo que Estados Unidos, 

Espanha e Vietnã são os três principais exportadores (BRASIL 2017). 

Este alto consumo deve-se principalmente ao fato do peixe ser uma excelente 

fonte de proteína animal e de outros nutrientes essenciais, contribuindo para a 

segurança alimentar em numerosas regiões (FAO 2006). 

O peixe contém comparando-se a outras espécies animais, grandes 

quantidades de vitaminas lipossolúveis A e D, cálcio, fósforo, ferro, cobre, selênio e, 

no caso dos peixes de água salgada, iodo. A composição lipídica dos peixes 

contrasta com a de mamíferos por conter elevada proporção de ácidos graxos poli-

insaturados de cadeia longa, além de possuir todos os aminoácidos essenciais para 

os seres humanos (SARTORI e AMANCIO, 2012). 

3.3.1 Tilápia e Lambari 

No Brasil segundo o Ministério da Pesca e Agricultura, a produção pesqueira, 

continental e marítima, alcançou 1,43 milhão de toneladas em 2011, ou seja, 13,2% 

a mais do que em 2010, sendo que 67% da produção aquícola cultivada no 

continente é constituída por Tilápia e Lambaqui (BRASIL, 2013). Dentre as espécies 

dulciaqüícolas cultivadas no mundo, a Tilápia ocupa atualmente uma posição de 

destaque, ficando em segundo lugar, perdendo apenas para as carpas. 
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Tilápia é o nome genérico de um grupo de Ciclídeos endêmicos da África, 

acredita-se que sua domesticação teve início no Egito em 2000 a.C, apesar do 

primeiro registro de cultivo ter sido realizado no Quênia em 1924 (WAGNER, 2002). 

Abaixo na Figura 13, um exemplar da espécie Oreochromis niloticus. 

 

 

Figura 13 - Espécime de Oreochromis niloticus. 
Fonte: FISH BASE, 2017.  
 

O grupo dos Ciclídeos é constituído por gêneros importantes para a 

aquicultura: Oreochromis, Sarotherodon e Tilapia. Os nomes científicos das 

espécies de Tilápias têm sido muito revisados nos últimos 30 anos, criando algumas 

confusões. O nome científico da Tilápia do Nilo tem sido dado como Tilapia nilotica, 

Sarotherodon niloticus, e correntemente como Oreochromis niloticus (POPMA e 

MASSER, 1999). 

Segundo Hilsdorf (1995), a Tilápia alimenta-se da base da cadeia trófica, 

aceita uma variedade grande de alimentos e apresenta uma resposta positiva à 

fertilização em viveiros. 

Além disso, suporta elevadas temperaturas, baixas concentrações de 

oxigênio dissolvido, tolera altos níveis de amônia e nitrito, além de ser resistente a 

doenças, apresenta excelente desempenho de crescimento, carne de coloração 

branca e sabor suave (CARMO, 2003). 

Outra espécie muito consumida no Brasil é o Astyanax sp (Linnaeus, 1758) 

(Teleostei: Characidae) (Figura 14), conhecido popularmente como Lambari. Ocorre 

em rios e reservatórios neotropicais como os encontrados na maioria dos 

ecossistemas brasileiros, é nativo do Brasil, além de ser conhecido como Lambari, 

também é chamado em algumas regiões de piaba de rabo amarelo ou lambari de 

cauda amarela. É um forrageiro onívoro e tornou-se uma parte vital da base 

nutricional de muitas populações (DE CARVALHO et al., 2009). 

O Lambari aceita alimentação artificial com facilidade e tem um bom potencial 

para a aquicultura. Sua importância comercial é relevante como isca na pesca 



37 
 

esportiva, alimentação e como peixe ornamental, normalmente os machos possuem 

de 7 a 9 cm de comprimento e as fêmeas de 12 a 15 cm de comprimento (SATO et 

al., 2006). 

 

Figura 14 - Astianax sp 
Fonte: BENECEUTI, 2010 
 

A atividade reprodutiva neste gênero começa quando atingem cerca de 5 cm 

de comprimento (SANTOS et al., 1991), podendo ocorrer desova total ou dividida, 

dependendo das condições ambientais (GARUTTI, 1989). Esta espécie não faz 

migração, se reproduz em ambientes lênticos e lóticos, possuindo um longo período 

de reprodução (GODINHO et al., 2010). 

O Lambari e a Tilápia podem ser considerados bons biomarcadores da 

contaminação ambiental (DOS SANTOS et al., 2012), pois devido aos diferentes 

tipos de habitats que ocupam, os peixes, de maneira geral, têm desenvolvido 

diferentes estratégias de sobrevivência, o que os torna particularmente úteis em 

estudos de ecotoxicologia, permitindo assim avaliar os efeitos de uma vasta gama 

de contaminantes sob um largo espectro de condições (TELES, 2006). 

O biomonitoramento é uma forma de monitoramento ambiental, usando, por 

exemplo, organismos vertebrados como os peixes, que podem refletir a 

contaminação do ambiente em que eles se encontram através da determinação da 

concentração destes em seus tecidos, bem como da avaliação concomitante com 

parâmetros ecológicos/biológicos (LAM e WU, 2013). 

 

 

 

3.4 CONTAMINAÇÃO POR OCPs EM PEIXES 

 

A concentração de contaminantes nos peixes pode refletir o estado de 

poluição do ambiente circundante, pois os peixes estão frequentemente no topo da 

cadeia alimentar aquática, podendo concentrar grandes quantidades destes 
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contaminantes da água e também os absorver através da sua dieta (BLOCKSOM et 

al., 2010) 

Compostos químicos como os OCPs são onipresentes em sistemas aquáticos 

(ZHAO et al.,2014). Estudos indicam que a exposição dos peixes a eles, pode gerar 

modificações estruturais nas brânquias, causando alterações inclusive no equilíbrio 

osmótico (CAPKIN; ALTINOK; KARAHAN, 2006), alterações morfológicas no fígado, 

alterações celulares, depleção do conteúdo de glicogênio e até mesmo morte celular 

por necrose (GLOVER et al., 2007). Essas alterações dependerão do tempo de 

exposição e concentração dos compostos no ambiente e da dieta dos organismos 

aquáticos. 

A absorção dos contaminantes através da dieta é a principal fonte de 

contaminação por OCPs em peixes, pois a maioria destes possui um Log Kow maior 

que 5 e não estão dispersos livremente na água (FISK, et al., 1998).  

Assim, além dos efeitos tóxicos dos OCPs para a exposição humana, a 

possibilidade de as espécies de níveis tróficos elevados serem afetadas pode 

acarretar desequilíbrio na estrutura das comunidades, mesmo peixes que não são 

de níveis tróficos elevados, mas absorvem nutrientes do sedimento podem 

apresentar altos índices de contaminação por estes compostos (WHO, 1987). 

Devido a isto, vários trabalhos foram desenvolvidos com o objetivo de 

quantificar OCPs em peixes. 

Sapozhnikova, Bawardi e Sohlenk, (2004), realizaram um trabalho na 

Califórnia, de verificação das concentrações de pesticidas organoclorados em 

Tilapia mossambique e Cynoscion xanthulu, peixes típicos da região do estudo, 

observando concentrações de DDT e DDE no músculo e fígado de peixe acima do 

permitido pela legislação.  

Campos et al., (2005), determinaram isômeros do HCH (α,β,δ e γ), p,p`-DDD, 

p,p`-DDT, p,p`-DDE, p,p`-DDD, HCB e Aldrin em músculo de três espécies de peixes 

(Sardina pilchardus, Trachurus  trachurus e Scomber scombrus), encontrando níveis 

significativos de p,p`-DDT e p,p`-DDD nestas amostras. 

Miranda, (2008), avaliou a contaminação por vinte e seis compostos 

organoclorados em músculo de traíra, bem como as alterações fisiológicas 

decorrentes. Os espécimes estudados apresentaram alterações fisiológicas, lesões 
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no fígado como fibrose tissular, infiltração de leucócitos e necroses, bem como 

100% dos tecidos estavam contaminados por algum tipo de OCP. 

Fernández-Bringas et al., (2008), analisaram 16 amostras de Tilapia, 

verificando a presença de DDE e α-HCH em altas concentrações. 

Szlinder-Richert et al., (2008), analisaram músculo de cinco espécies de 

peixes quanto à contaminação por p,p`-DDT e seus metabólitos e isômeros de HCH 

e HCB, verificando que entre o DDT e seus metabólitos e o mais abundante é o p,p`-

DDE e  com relação aos isômeros do HCH o mais abundante foi o β-HCH. 

Em outro trabalho Norli, Christianses e Deribe (2011), verificaram a presença 

de endosulfan sulfato, DDT e DDE em Tilápias do Nilo (O. Niloticus), em carpa 

(Cyprinus carpio) e em bagre africano (Clarias gariepinus), observando uma 

contaminação maior em espécies com maior teor de gordura, obtendo valores altos 

para DDT, seu metabólito DDE e para endolsufan sulfato nas amostras analisadas. 

Ogbeide, Tongo e Ezemonye (2015) avaliaram a presença de OCPs em 

peixes da espécie Clarias gariepinus e Tilapia zilli presentes em um rio da Nigéria e 

verificaram valores de contaminação acima do permitido pela legislação. 

Kafilzadeh (2015) avaliou a contaminação por OCPs em músculo de 

diferentes espécies de peixe do lago Tashk (Iran), verificando altos níveis de DDE, 

além de DDT e endosulfan. 

Em outro estudo Hinojosa-Garro, Chan e Osten, (2016) avaliaram em dois 

diferentes reservatórios do México, peixes das espécies Cichlasoma urophthalmus 

(Mayan cichlid) e Oreochromis niloticus quanto a contaminação por alguns OCPs, 

obtendo valores de p,p-DDT acima do limite permitido pela legislação. 

Stremel et al. (2017) avaliaram músculo de Oreochromis niloticus e Astianax 

altiparanae comercializados na cidade de Ponta Grossa, Paraná, quanto a 

contaminação por Aldrin, DDT, DDE, α-endosulfan e β-endosulfan, detectando todos 

os compostos em concentrações abaixo do limite máximo estipulado por órgãos 

internacionais.  

Chang (2017), avaliou músculo de diferentes espécies de peixe, encontrando 

valores altos de contaminação por DDT e Dieldrin em concentrações abaixo dos 

limites estabelecidos por legislações internacionais. 

 Buah-Kwofie, Humphries e Pillay (2018), avaliaram amostras de peixe das 

espécies Oreochromis mossambicus e Clarias gariepinus presentes em um lago na 
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África do Sul, quanto à contaminação por OCPs, observando altas concentrações de 

p,p-DDT, Aldrin, Dieldrin e Endosulfan.  

O monitoramento da concentração de OCPs em tecidos de peixe pode ser um 

desafio, principalmente devido às baixas concentrações dos analitos alvo nos 

tecidos e altas concentrações de substâncias interferentes inerentes à matriz que 

podem afetar negativamente os resultados da análise (SU et al., 2011, DOS REIS et 

al. 2013).  

Devido a isso, diversas técnicas podem ser empregadas, objetivando uma 

extração e determinação mais eficazes.  

 

3.5 EXTRAÇÃO DE OCPs EM PEIXE 

 

Os principais interferentes em tecidos de peixe são os lipídeos, que podem 

ser extraídos de forma contígua com os analitos alvo (CHAMKASEM et al., 2013; 

RAJSKI et al., 2013). A remoção eficiente destes compostos do extrato durante o 

preparo da amostra é crucial para limitar a interferência e minimizar problemas de 

sensibilidade e reprodutibilidade durante a análise cromatográfica (HONG et al., 

2004; BADUEL et al., 2015 e CHO et al., 2015), evitando assim o comprometimento 

do sistema de detecção, o que impossibilitaria resultados confiáveis (WALTERS, 

1990 e SUN et al., 2015). 

O preparo é o processo de transformação de uma amostra em uma forma 

adequada para a análise (HARRIS, 2012). Esse processo envolve várias etapas em 

função da complexidade das amostras e das baixas concentrações dos analitos 

alvo, visa também a eliminação de interferentes, buscando alcançar os limites de 

detecção e quantificação requeridos pela técnica de determinação empregada 

(NOLLET, 2006). 

Dentre algumas etapas comuns no preparo de amostra estão a extração, 

clean up, concentração, ajuste de condições, ajuste de concentração/volume e 

outras, antes da determinação do analito de interesse (LANÇAS, 2004). 

Observa-se na literatura, devido à complexidade da matriz, o uso de diversas 

técnicas de preparo de amostras para extração de OCPs em tecidos de peixe, 

objetivando a minimização do manuseio da amostra, determinando níveis cada vez 

menores de concentração, bem como reduzindo os resíduos gerados. 
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Tendo em vista esta complexidade, vários métodos de preparo de amostra 

foram desenvolvidos e utilizados ao longo do tempo, como por exemplo, a extração 

por Soxhlet (SUDARYANTO et al., 2007; Al-SHWAFI et al., 2009 e WANG et al., 

2013), extração líquido-líquido (LLE) (CUI et al., 2015),  extração líquida 

pressurizada (PLE) (PEDRO et al., 2017), extração assistida por micro-ondas (MAE) 

(HINOJOSA-GARRO et al., 2016; RODRIGUEZ et al., 2017), dispersão da matriz em 

fase sólida (MSPD) (SHEN  et al., 2011), extração acelerada por solvente (ASE) ( 

YANG et al., 2010, YEHOUENOU et al., 2006, SUCHAN et al., 2004) e a extração 

utilizando ultrassom (HONG et al., 2004, SAPOZHNIKOVA et al., 2004 e YANG et 

al., 2007), seguidas de uma etapa de eliminação dos interferente, como por exemplo 

a cromatografia por permeação em gel (GPC) (TERZOPOULOU e VOUTSA, 2017), 

a extração em fase sólida (SPE) (FONTANALS et al., 2005; JORDAN et al., 2009). 

No entanto, esses procedimentos tradicionais de preparo de amostra para 

determinação de OCPs em tecidos de peixe são normalmente demorados, há uso 

intensivo de mão-de-obra e equipamentos, são complexos e caros. Além disso, 

utilizam frequentemente grandes volumes de solventes tóxicos e massa de amostra 

(CHOI; LEE; JUNG, 2016). 

 Isso pode ser observado, por exemplo, na extração por Soxhlet em que há a 

necessidade de grandes volumes de solventes e longo tempo de extração (BEYER e 

BIZIUK, 2008), na extração utilizando micro-ondas, que apresenta frequentemente 

baixa seletividade e é imprópria para extração de compostos termolábeis (CAMEL, 

1998; PAPADAKIS; VRYZAS; PAPADOPOULOU-MOURKIDOU,  2006). 

Na extração acelerada por solvente, em que faz-se necessário equipamento 

específico, bem como o tempo para a limpeza do extrato e do equipamento após a 

extração é longo (CARABIAS-MARTINEZ et al., 2005; GIERGIELEWICZ-MOZAISKA 

et al., 2001) e na dispersão da matriz na fase sólida, nela são utilizados grandes 

quantidades de massas de sorventes, impossibilitando o preparo de várias amostras 

de forma simultânea e não é aplicada adequadamente a amostras desidratadas 

(BARKER, 2000; VALSAMAKI et al., 2006). 

O desenvolvimento de novos métodos de preparo de amostra vem de 

encontro a necessidade recente da química analítica moderna em aplicar os 

chamados procedimentos da química verde, em que uma pequena quantidade de 

amostra e reagentes é usada, com o mínimo de etapas, equipamentos simples e 
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reagentes com baixo potencial tóxico para a saúde e meio ambiente (CAJKA et al., 

2012; SADOWSKA-ROCIEK et al., 2013).  

Para satisfazer essa necessidade por um método rápido, fácil, eficaz, robusto 

e seguro o método QuEChERS foi desenvolvido (ANASTASIADES et al., 2003). Ele 

inclui a extração e limpeza da amostra e possibilita a análise simultânea de múltiplos 

compostos de maneira conjunta. (LAZARTIGUES et al., 2011), possui diversas 

vantagens quando comparado aos métodos tradicionais mencionados 

anteriormente, como por exemplo, a capacidade de extrair diferentes grupos de 

substâncias químicas e a relação custo/benefício/tempo.  

Este método desenvolvido inicialmente por Anastasiades e colaboradores 

para extração de pesticidas em frutas e vegetais envolve uma extração inicial com 

acetonitrila, seguida de um particionamento líquido-líquido após a adição de uma 

mistura de sais, acompanhada de uma etapa de limpeza utilizando d-SPE 

(ANASTASIADES et al., 2003; HOU et al., 2013). 

Após várias modificações este método foi também aplicado com sucesso para 

determinar vários pesticidas e outros contaminantes, como sulfonamidas, bifenilas 

policloradas (PCBs) e PBDEs em diversos tipos de amostras, como alimentos e 

amostras ambientais (LEHOTAY; MASTOVSKA; YUN, 2005; CHAFER-PERICAS et 

al. 2013; FONTANA et al. 2010; DAGNAC et al. 2009).  

Recentemente sofreu diferentes modificações objetivando sua aplicação na 

extração de compostos orgânicos, especialmente os pesticidas, em amostras 

gordurosas, como azeitona (GILBERT-LOPEZ et al., 2010), abacate (RAJSKI et al., 

2013), óleo de amendoim (SU et al., 2011),  leite bovino (DAGNAC et al., 2009), ovo 

de galinha (CHOI et al., 2015), cereais (HE et al., 2015; KACZYNSKI, 2017), sangue 

humano (TALIANSKY-CHAMUDIS et al., 2017) e peixe (LAZARTIGUES et al., 2011; 

DERIBE et al., 2011; KALACHOVA et al. 2013;, WANG et al., 2017). 

A maioria destas modificações citadas levaram em consideração o tipo e 

quantidade de solvente de extração, as formulações de sal e sorvente na etapa de 

particionamento e limpeza e a quantidade de amostra necessária para a extração. 

Muitas dessas modificações emergiram da necessidade de obter melhores valores 

de recuperação em matrizes de diferentes complexidades, evitando a degradação 

de analitos e diminuindo os efeitos da matriz (GONZALEZ-CURBELO et al., 2015). 
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Para determinação de resíduos de pesticidas em matrizes ambientais os 

solventes usuais são a acetona (FIDALGO-USED, et al., 2003; ANASTASSIADES, 

LEHOTAY, et al., 2003; LUKE; FROBERG; MASUMOTO et al., 1975), acetato de 

etila (HOLSTEGE et al., 1994; MOL et al., 2007; HOLMES et al., 2015), acetonitrila 

(MASTOVSKA e LEHOTAY, 2004; LEHOTAY et al., 2001; SCHENCK et al., 2002; 

BADUEL et al.,2015; CHO et al., 2015), todos eles garantem boas recuperações dos 

analitos.  

 Embora a acetona seja miscível em água, sua separação é possível 

utilizando-se de maneira conjunta solventes não-polares, como o hexano. A acetona 

é aplicada principalmente na extração de compostos apolares e é compatível com 

etapas de limpeza que utilizam sorventes sólidos como a SPE e a d-SPE, possui 

ainda uma pressão de vapor e ponto de ebulição considerados adequados para 

sistemas de injeção em cromatógrafos a gás (MATOVSKA e LEHOTAY, 2004). 

Já o acetato de etila é apenas parcialmente miscível com água, e pouco 

aplicável para extração de compostos altamente polares e extrai mais compostos 

lipofílicos da amostra que a acetona. A acetonitrila é muito utilizada no preparo de 

amostras de alimentos (frutas e vegetais), sendo que os extratos de acetonitrila 

podem ser separados facilmente da água (WILKOWSKA et al., 2011), no entanto 

tem como desvantagens um maior volume de expansão de solvente durante a 

vaporização em cromatógrafo a gás (GC), menor volatilidade, maior custo e maior 

toxicidade (CURBELO ET AL 2015; ANASTASSIADES e LEHOTAY, 2003). 

Essa discussão indica que a seleção do solvente ideal para a introdução no 

GC depende de vários fatores, como a técnica de injeção de GC empregada e o tipo 

de analito e amostra analisada.  

Levando-se em consideração, principalmente, o tipo de analito e composição 

química da amostra, pode-se utilizar um parâmetro que prevê a eficiência de 

soluções extratoras para extração de OCPs em amostras, esse parâmetro é 

chamado de solubilidade de Hildebrand/Hansen. 

  A teoria da solvência de Hildebrand/Hansen tem como premissa que a raiz 

quadrada da densidade de energia de coesão entre as moléculas expressa um valor 

numérico que indica a capacidade de solvência de um solvente específico (BURKE, 

2011). 
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 Este valor foi denominado parâmetro de solubilidade de Hildebrand (δt). 

Compostos com δt próximos geralmente formam misturas entre si. Sendo assim, 

solventes que apresentam um δt próximo ao δt de um analito teoricamente resultam 

em boa eficiência de extração (VILLA et al., 2011). 

A mistura de solventes acetona:hexano 1:1 (v/v) possui um parâmetro de 

solubilidade de Hildebrand/Hansen de 23,9 J1/2cm−3/2 , a acetonitrila pura possui um 

valor de parâmetro de solubilidade de 25,1 J1/2cm−3/2 e os analitos p,p’-DDT e α-

endosulfam possuem valores de parâmetro de solubilidade de Hildebrand/Hansen 

de 25,6 e 22,8 J1/2cm−3/2 respectivamente, ou seja teoricamente qualquer um desses 

solventes poderia ser utilizado para a extração dos OCPs (VILLA et al., 2011). 

No entanto, além do tipo de solvente utilizado no preparo da amostra, a 

quantidade de amostra disponível para a análise pode ser um empecilho, pois em 

algumas espécies de peixes a quantidade total de tecido disponível chega a no 

máximo 5,0 gramas (YAMAMOTO et al., 2016), inviabilizando a utilização de 

algumas técnicas de preparo de amostras para a determinação de OCPs.  

A maioria dos métodos de preparo necessita de grande massa de amostra 

(entre 10 e 15 gramas) e consequentemente solvente, sendo assim, modificações no 

método de extração que propiciem a utilização de uma menor massa de amostra, 

mas sem perder a precisão e exatidão são necessárias. Uma das técnicas já 

relatadas na literatura que podem ser utilizadas na etapa de extração dos OCPs é a 

extração assistida por ultrassom (AKOTO et al., 2016; SUN et al., 2015).  

A extração assistida por ultrassom é considerada uma boa alternativa para a 

obtenção de compostos orgânicos de diferentes matrizes, pois há um contato mais 

eficiente entre o sólido e o solvente, devido a um aumento da pressão (o que 

favorece a penetração e transporte) e temperatura (melhora a solubilidade e 

difusividade), favorecendo, assim, a extração dos OCPs em pequenas massas de 

amostra (BABIC et al., 1998; PENA et al., 2006).  

Nesta técnica, são produzidas ondas elásticas de frequência mais alta do que 

ondas sonoras, ou seja, maiores do que 16 kHz (CASTRO e CAPOTE, 2007). 

Normalmente são aplicadas para a extração frequências entre 20 kHz e 500 kHz. 

Durante a sonicação, uma pressão acústica periódica é criada no meio tratado, o 

que desencadeia numerosos mecanismos que aceleram o processo de extração 

(transferência de massa) (SLIWINSKI, 1993).  
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Os mais importantes destes mecanismos incluem a cavitação e o atrito na 

interface (BABIC e PETROVIC, 1999). Outro processo encontrado em meio tratado 

com ultrassom é a absorção das energias de ultrassom com produção de calor, o 

que acelera a extração.  

A USEPA, (1996), estabelece no documento USEPA 3550B, a metodologia 

de extração de OCPs por ultrassom em amostras complexas. Vários trabalhos com 

matrizes de origem animal vêm utilizando ultrassom como opção no processo de 

extração de pesticidas organoclorados, obtendo resultados satisfatórios (PINHO et 

al., 2010; SAPOZHNIKOVA e SCHLENK, 2004; YANG et al., 2007; VALLEJO et al., 

2010). 

O uso da sonicação durante a extração de OCPs em peixe já foi relatado na 

literatura como um método eficaz, no entanto há a necessidade de um grande 

volume de amostra (5-10g) e de solvente (20-90mL), para que a extração seja 

efetiva (AKOTO et al., 2016; SUN et al., 2015). 

O uso da extração por QuEChERS aliado ao uso da sonicação já foi 

reportado na literatura para amostras de peixe e tem-se demonstrado eficaz na 

otimização deste método (WANG et al., 2017), no entanto de maneira geral a massa 

de amostra necessária à extração fica em torno de 5-10 gramas, sendo que esta 

quantidade pode ser considerada alta quando se deseja analisar o músculo de 

espécies com peso total que varia entre 5 e 10 gramas, como por exemplo o 

Astyanax sp (NAVARRO et al.,2013). 

Aliado a etapa de extração, tem-se a etapa de determinação destes 

compostos. A determinação de OCPs é realizada normalmente através de técnicas 

cromatográficas aliadas aos detectores normalmente específicos aos compostos em 

estudo. 

 

 

3.6. ANÁLISE CROMATOGRÁFICA 

3.6.1 Cromatografia gasosa (CG) 

 

Cromatografia é um método físico de separação no qual os componentes a 

serem separados são distribuídos entre duas fases, uma fase fixa de grande área 
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superficial denominada fase estacionária e outra o fluido que percola a primeira, 

sendo, portanto, a fase móvel (NIESSEN, 2001; YUWONO e INDRAYANTO, 2004). 

Dentre as técnicas de análise cromatográfica tem-se a CG, que é uma técnica 

com alto poder de resolução, capaz de separar dezenas de substâncias em uma 

mesma análise, aliado a variados tipos de detectores pode alcançar baixos limites 

de quantificação, o que a torna uma excelente técnica quantitativa. (PETROVIC et 

al., 2002; COLLINS et al., 2006).  

Um cromatógrafo a gás (GC) é composto basicamente pelo gás de arraste, 

controlador da vazão e regulador de pressão, sistema de injeção de amostra, um 

forno de temperatura programável onde está localizada a coluna cromatográfica, 

sistema de detecção e um registrador dos dados (YUWONO e INDRAYANATO, 

2004; COLLINS et al., 2006). 

No GC o analito volátil ou volatilizável, termicamente estável é transportado 

através da coluna por uma fase gasosa móvel, conhecida como gás de arraste. A 

coluna pode ser do tipo gás-líquido em que a fase estacionária é um líquido não 

volátil que recobre a coluna internamente ou um suporte sólido finamente dividido. 

Na cromatografia de adsorção gás-sólido, o analito é diretamente adsorvido sobre as 

partículas sólidas da fase estacionária (HARRIS, 2012). 

A fase móvel utilizada em CG deve ser quimicamente inerte, sendo o He a 

fase móvel mais comum. Dois tipos de colunas são comumente empregados em CG, 

as colunas capilares e colunas empacotadas. As capilares são as mais utilizadas 

atualmente e tem geralmente entre 30 e 50 m de comprimento (SKOOG et al., 

2006). 

A CG sozinha não qualifica os analitos, sendo necessário o uso de detectores 

para a qualificação e quantificação dos mesmos. Dentre os detectores utilizados em 

equipamentos de GC podem-se citar os por ionização em chamas (flame ionization 

detector, FID), por condutividade térmica (thermal conductivity detector, TCD), por 

captura de elétrons (electron capture detector, ECD) e o detector por espectrometria 

de massas (mass spectrometry, MS) (COLLINS et al., 2006; HERBERT e 

JOHNSTONE, 2002). 

 Na análise da maioria dos OCPs a técnica recomendada para a separação 

dos analitos é a CG. Diversos trabalhos empregaram esta técnica, aliada aos 

detectores específicos (ECD) e gerais (MS).  
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Al-Shwafi, Al-Trabeen, Rasheed (2009) avaliaram a contaminação por OCPs 

em tecidos de peixe coletados no mar vermelho e golfo de Adén utilizando um GC-

ECD. Em outro estudo, Kafilzadeh (2015) avaliou a contaminação por OCPs em 

músculo de diferentes espécies de peixe do lago Tashk (Iran) utilizando um GC-

ECD. 

Ogbeide, Tongo e Ezemonye (2015) avaliaram a presença de OCPs em 

peixes da espécie Clarias gariepinus e Tilapia zilli presentes em um rio da Nigéria 

utilizando um GC-ECD.  

Em outra pesquisa Shamsipur, Yazdanfar e Ghambarian (2016), avaliaram a 

presença de diversos pesticidas em amostras de água, leite, mel entre outros, 

utilizando um GC-MS.  

Olutona, Olatunji, Obisanya (2016) verificaram a presença de OCPs em 

sedimento de um lago na Nigéria utilizando como técnica de separação e detecção a 

GC-ECD.  

Wang et al. (2017) determinaram o nível de OCPs em amostras de tecido de 

peixe utilizando um GC-ECD.  

Em outro estudo, Buah-Kwofie, Humphries e Pillay (2018), avaliaram 

amostras de peixe das espécies Oreochromis mossambicus e Clarias gariepinus 

presentes em um lago na África do Sul, quanto à contaminação por OCPs utilizando 

um GC-MS. 

Verifica-se que para análise de OCPs em matrizes ambientais faz-se o uso de 

dois principais detectores, o ECD e o MS. Em um estudo realizado com óleos 

essenciais de plantas cítricas compararam-se a contaminação por OCPs detectada 

por GC-ECD e GC-MS, verificando-se limites de detecção inferiores e melhores 

recuperações em GC-ECD (ALVES et al., 2012).   

Segundo Skoog et al (2006), o detector ideal deve possuir: boa 

reprodutibilidade, estabilidade e sensibilidade, boa resolução, faixa de temperatura 

desde a ambiente até 400°C, tempo de resposta curto e independente da vazão, alta 

confiabilidade e facilidade de uso, similaridade de resposta a todos os solutos e não 

deve destruir a amostra. 

3.6.2 Detectores 

Nenhum detector pode ser considerado ideal, no entanto eles possuem 

especificidade, o que garante uma aproximação da característica ideal citada 
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anteriormente. Para a análise de compostos halogenados, como os OCPs, os 

detectores mais utilizados são o de captura de elétrons (ECD) e o espectrômetro de 

massas (MS) (WEN-XIU et al., 2016; GERBER et al., 2016; ZHENG et al., 2016; 

NUAPIA et al., 2016; XIAO-CHEN et al., 2017) 

O ECD possui uma sensibilidade muito alta aos compostos orgânicos 

contendo em suas moléculas átomos de cloro e flúor, teve um papel vital no controle 

e proteção do meio ambiente, sua utilização ajudou a provar a presença de OCPs no 

meio ambiente, conscientizando sobre a extensão global da poluição (ETTRE e 

MORRIS, 2007). 

No detector de captura de elétrons a amostra eluída de uma coluna passa 

sobre uma fonte radioativa emissora, geralmente níquel-63. Um elétron do emissor 

causa a ionização do gás carregador (frequentemente nitrogênio) e a produção de 

uma rajada de elétrons. Na ausência de espécies orgânicas, produz-se uma corrente 

constante entre um par de eletrodos em decorrência desse processo de ionização. 

Contudo, a corrente decresce significativamente na presença de moléculas 

orgânicas que contêm grupos funcionais eletronegativos, como os OCPs que 

tendem a capturar elétrons. Estes compostos são detectados com alta sensibilidade. 

O detector é insensível a grupos funcionais como aminas, álcoois e hidrocarbonetos 

(SKOOG et al., 2006). 

 Outro detector utilizado para qualificação e quantificação de OCPs em 

amostras ambientais é o espectrômetro de massas, a combinação de cromatografia 

à gás e espetrômetro de massas é conhecido como CG-MS, este detector é 

conhecido como universal e possui capacidade de distinção entre diferentes 

substâncias com o mesmo tempo de retenção (HARRIS, 2012; COLLINS et al., 

2006). 

Devido à esta capacidade de reconhecer compostos com o mesmo tempo de 

retenção, a MS é considerada uma técnica microanalítica de grande importância, 

além de ser capaz de elucidar a estrutura dos constituintes de uma amostra (VEGA-

BUSTILLOS et al., 2001).  

Na espectrometria de massas acoplada à cromatografia gasosa, a amostra 

está na forma de vapor e a entrada deve ser interfaceada entre a pressão 

atmosférica do sistema de CG e a baixa pressão (10–5 a 10–8) do sistema do 

espectrômetro de massas. 
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 No espectrômetro de massas, as moléculas da amostra entram em uma fonte 

de ionização. As fontes de ionização para a espectrometria de massas moleculares 

são energéticas o suficiente para quebrar as ligações químicas das moléculas da 

amostra, mas não suficientemente energéticas para decompor as moléculas da 

amostra em seus átomos constituintes. As fontes de ionização em CG/MS produzem 

fragmentos, os quais podem também ser ionizados. Portanto, os íons das moléculas 

da amostra, denominados íons moleculares, íons de fragmentos e moléculas não-

ionizadas, saem da fonte de ionização (SKOOG et al., 2006). 

Muitas são as opções de fontes de ionização em espectrometria de massas, 

dependendo das características dos analitos interesse. 

As moléculas não-carregadas e os fragmentos são normalmente extraídos da 

fonte de íons através de bombas de vácuo empregadas para produzir o ambiente de 

baixa pressão. A próxima seção do espectrômetro de massas é o estágio analisador. 

O analisador serve para selecionar os íons de acordo com seus valores 

massa(m)/carga(z). Os íons separados são então detectados e um gráfico contendo 

a intensidade do sinal gerado pelo íon versus m/z é produzido pelo sistema de 

dados (SKOOG et al., 2006). 

 

3.7 PLANEJAMENTO FATORIAL 

Em decorrência dos grandes avanços da ciência, especialmente na área de 

química, tem-se verificado a necessidade de uso de ferramentas estatísticas 

(PEREIRA-FILHO et al., 2002). 

 Buscando-se otimizar técnicas já existentes, desenvolver novas ou melhorar 

técnicas de produção foi desenvolvida a otimização de experimentos, que em alguns 

casos pode ser feita de forma univariada, ou seja é avaliado o efeito de uma variável 

por vez, esse processo apresenta desvantagens como o tempo gasto na otimização 

e a falta de avaliação das possíveis interações presentes entre as variáveis que 

afetam o processo em estudo, impedindo o estabelecimento de ótimos verdadeiros, 

o que se obtém com sistemas multivariados (CUNICO et al., 2008).  

Dentre os diversos tipos de planejamento experimental, os sistemas fatoriais 

destacam-se, pois permitem avaliar simultaneamente o efeito de um grande número 

de variáveis, a partir de um número reduzido de ensaios experimentais, quando 

comparados aos processos univariados (PERALTA-ZAMORA et al., 2005).  
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Nesta técnica estão envolvidos k fatores ou variáveis, cada um deles presente 

em diferentes níveis e para realiza-lo escolhem-se as variáveis a serem estudadas e 

fazem-se experimentos em diferentes níveis, a seguir são realizados experimentos 

em todas as combinações possíveis para os níveis selecionados, verificando-se ao 

final o modelo matemático para os fatores e condições estudadas (NEVES et al., 

2002; VIEIRA, 1999). 

De acordo com NEVES et al. (2002), este tipo de planejamento normalmente 

é representado por bK, sendo que k representa o número de fatores e “b” o número 

de níveis escolhidos (NEVES et al., 2002). 

A metodologia de superfície de resposta (RSM, do inglês Response Surface 

Methodology) é uma ferramenta de otimização baseada nos planejamentos fatoriais 

que vem sendo utilizada desde 1950 na modelagem de diversos processos, possui 

as etapas de modelagem e deslocamento, que são repetidas até atingir uma região 

ótima da superfície estudada (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010). 

De maneira geral inicia-se a avaliação utilizando-se um modelo linear em 

torno das condições habituais do processo. Caso o planejamento em estudo avalie k 

fatores em 2 níveis, tem-se um planejamento com 2k experimentos. Pode-se utilizar 

um ponto central para este exemplo e nesse caso tem-se 3 níveis de cada fator 

(Figura 15), permitindo avaliar se há ou não falta de ajuste para cada fator, a 

resposta é estimada pela Equação 2 (TEOFILO, FERREIRA, 2006; BARROS NETO; 

SCARMINIO; BRUNS, 2010). 

 

Figura 15 - Planejamento fatorial de dois níveis com ponto central 
Fonte: TEÓFILO, FERREIRA, 2006. 
 

𝑦 = 𝑏𝑜 + 𝑏1𝑥1 + 𝑏2𝑥2 + 𝑒                    (2) 
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onde:  

x1 e x2: fatores variados 

b0: valor populacional de todas as médias obtidas 

b1 e b2: coeficientes relacionados às variáveis x1 e x2 

e: erro aleatório associado ao modelo 

A partir do planejamento montado é possível construir a matriz contraste (X) 

que juntamente com o vetor de respostas y é utilizada para o cálculo dos 

coeficientes do modelo (TEOFILO, FERREIRA, 2006). 

Caso o modelo linear utilizado seja incapaz de descrever os dados, faz-se o 

uso do modelo quadrático, cuja expressão está representada na Equação 3. 

𝑦 = 𝑏𝑜 + 𝑏1𝑥1 + 𝑏2𝑥2 +  b11𝑥21 +  b22𝑥22 + b12 x1x2                (3) 

 

Este modelo tem seis parâmetros, sendo uma ampliação do modelo linear, a 

forma mais comum de fazer essa ampliação é o planejamento em estrela, que 

adiciona ao planejamento inicial pontos iguais ao original, mas girados em 45°, 

obtendo-se uma distribuição octagonal, como verificado na Figura 16. 

 

Figura 16 -  Planejamento em estrela para duas variáveis codificadas. 
Fonte: MUNARETTO, 2012. 

 

Diversos estudos de otimização vêm empregando como ferramenta durante o 

desenvolvimento o planejamento fatorial. 

 Peña, Ruano e Mingorance (2006), desenvolveram um método para 

determinação de pesticidas em sementes de oliva variando os fatoresvolume de 

solvente, massa das sementes de oliva, tempo de sonicação e quantidade de etapas 

de sonicação em um planejamento completo 24. 
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 Durante a otimização de um método de extração de OCPs em músculo de 

peixe, Munaretto et al. (2013) utilizaram um planejamento fatorial em estrela 

variando os fatores massa de sais e volume de água. 

Em outro estudo, Chatterjee et al. (2016) otimizaram um método de extração 

de OCPs em tecidos de peixe, variando os fatores tipo de solvente e de sorvente 

utilizando análise multivariada. 

Em outra pesquisa Friedrich et al. (2016), otimizaram um método de extração 

de resíduos de pesticidas em amostras de alimentos utilizando um planejamento 

fatorial completo 23 com as variáveis tipo de agitação, sais utilizados na partição e 

sorventes utilizados no clean up. 

 

3.8 VALIDAÇÃO DE METODOLOGIA ANALÍTICA 

De maneira geral quando são empregados métodos analíticos que sofreram 

modificações ou que foram desenvolvidos é necessária a etapa de validação deste 

método, garantindo assim que este método é adequado para o fim destinado a ele 

(HARRIS, 2012) 

Devido à possibilidade da presença de vários pesticidas e seus metabólitos, 

ou outros componentes contaminantes de origem sintética ou natural, torna-se 

impossível especificar um único procedimento analítico que determine 

satisfatoriamente o resíduo de um pesticida particular em qualquer substrato.  É 

necessário usar um procedimento validado para a situação ou adaptar e validar um 

procedimento aceitável para circunstâncias particulares envolvidas, tais como a 

natureza da amostra e do resíduo e as interferências a serem encontradas (IAL 

2008).  

Validar um sistema é dar ao mesmo validade, credibilidade e confiança. A 

validação objetiva principalmente assegurar que o sistema funcione adequadamente 

dentro das condições de análise para as quais foi validado. Todo sistema apresenta 

limitações, o importante é conhecer essas limitações e assegurar que o sistema 

analítico apresente o desempenho adequado (KAZUSAKI et al., 2012). 

No Brasil diversos órgãos produziram guias para normatizar a validação, entre 

eles a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2003), com a resolução 

RE n° 899 de 29 de maio de 2003 e o Instituto Nacional de Metrologia (INMETRO, 

2011) com o documento DOQ-CGCRE-008 de 2011. No âmbito internacional 
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também foram produzidos guias como da Conferência Internacional de 

Harmonização (ICH, 1995), União Internacional de Química Pura e Aplicada (IUPAC, 

2002) e SANCO (2013). 

A validação deve se referir a um "sistema de análise" ao invés de um "método 

analítico", o sistema de análise que compreende o protocolo de um método, numa 

gama de concentração definida para o analito, e um tipo especificado de material de 

teste (IUPAC, 2002). 

Segundo FDA (2015) e BRASIL (2003), a validação deve garantir, por meio 

de estudos experimentais, que o método atenda às exigências das aplicações 

analíticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar 

seletividade, linearidade, precisão, limite de quantificação e exatidão adequados à 

análise, além do efeito matriz. 

3.8.1 Seletividade  

A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no 

desempenho da medição. Os interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal, e a 

magnitude do efeito também pode depender da concentração do analito (INMETRO, 

2011). 

A resposta que um determinado método bioanalítico apresenta para as 

diversas substâncias presentes em uma amostra é definida como seletividade, 

enquanto que a especificidade se baseia na habilidade que um determinado método 

apresenta em responder a uma única substância de interesse dentre outras 

presentes na amostra (CASSIANO, et al., 2009). 

Como há poucos métodos cromatográficos que respondem a apenas um 

analito o termo seletividade é mais adequado (VESSMAN et al., 2001). 

A seletividade é a capacidade que o método possui de medir exatamente um 

composto em presença de outros componentes tais como impurezas, produtos de 

degradação e componentes da matriz (WHO, 2016). 

Experimentos para avaliação da seletividade descritos na literatura sobre 

validação de métodos analíticos envolvem ensaios com padrões ou materiais de 

referência, amostras com e sem o analito, além da avaliação da capacidade de 

identificação do analito de interesse na presença de interferentes (INMETRO, 2011). 

Para análise quantitativa (teor) e análise de impurezas, a seletividade pode 

ser determinada pela comparação dos resultados obtidos de amostras (fármaco ou 
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medicamento) contaminadas com quantidades apropriadas de impurezas ou 

excipientes e amostras não contaminadas, para demonstrar que o resultado do teste 

não é afetado por esses materiais (KAZUSAKI et al., 2012). 

A seletividade garante que determinado pico se refere ao analito interesse e 

caso ela não seja assegurada, a linearidade, exatidão e precisão estarão seriamente 

comprometidas (BRASIL, 2003). 

3.8.2 Linearidade  

A linearidade corresponde à capacidade do método em fornecer resultados 

diretamente proporcionais à concentração da substância em exame, dentro de uma 

determinada faixa de aplicação (WHO, 2016). 

A quantificação requer que se conheça a dependência entre a resposta 

medida e a concentração do analito. A linearidade é obtida por padronização interna 

ou externa e formulada como expressão matemática usada para o cálculo da 

concentração do analito a ser determinado na amostra real (INMETRO, 2011) 

A curva analítica corresponde ao modelo matemático que estabelece uma 

relação entre a resposta instrumental (área/altura da banda cromatográfica) e a 

concentração do analito. É necessário elaborar uma curva de calibração para cada 

analito que se deseja determinar e para cada corrida analítica (US-FDA, 2001). 

A equação da reta que relaciona as duas variáveis é (Equação 3): 

𝑦 = 𝑎 + 𝑏𝑥                                          (3) 

sendo:  
y = resposta medida (área do pico);  
x = concentração;  
a = interseção com o eixo y, quando x = 0;  
b = inclinação da curva analítica = sensibilidade. 
 

Em geral, serão necessários vários níveis de concentração, no mínimo cinco, 

para construir a curva analítica. O número de replicatas em cada nível de 

concentração deve ser o mais próximo possível daquele empregado na rotina do 

laboratório (INMETRO, 2011). 

Além dos coeficientes de regressão a e b, também é possível calcular, a partir 

dos pontos experimentais, o coeficiente de correlação r. Este parâmetro permite uma 

estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais próximo de 1,0, menor a 

dispersão do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes 

de regressão estimados. Para verificar se a equação de regressão é 
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estatisticamente significativa podem ser efetuados os testes de ajuste do modelo 

linear, validade da regressão, sua eficiência e sua eficiência máxima (CHUI et al., 

2001). 

A BRASIL (2003) recomenda um coeficiente de correlação igual a 0,99 e o 

INMETRO (2011) um valor acima de 0,90. 

 

3.8.3 Precisão 

Representa a dispersão de resultados entre ensaios independentes, repetidos 

de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrões, sob condições 

definidas (ICH, 1995). A precisão é avaliada pelo desvio padrão absoluto (σ), que 

utiliza um número significativo de medições, normalmente maior que 20 (RIBANI et 

al., 2004). 

A precisão pode ser expressa como uma estimativa do desvio padrão (s) ou 

desvio padrão relativo (DPR), também conhecido como coeficiente de variação 

(CV%), de uma série de repetições da mesma amostra, em diferentes preparações: 

𝑠 =  √
(𝑋𝑖− 𝑋̅ )2

𝑁−1
                                   (4) 

𝐷𝑃𝑅(%)𝑜𝑢 𝐶𝑉 (%) =  
𝑠

𝑋̅
 𝑥 100   (5)  

             Onde xi é o valor individual de uma determinação, ẋ é a média 

aritmética das determinações, N é o número de determinações e s o desvio entre as 

determinações. 

A precisão pode ser avaliada através da repetibilidade (precisão intra-corrida) 

que verifica a concordância entre os resultados dentro de um curto período de tempo 

com o mesmo analista e mesma instrumentação. A repetibilidade do método é 

verificada por, no mínimo, 9 (nove) determinações, contemplando o intervalo linear 

do método, ou seja, 3 (três) concentrações, baixa, média e alta, com 3 (três) réplicas 

cada ou mínimo de 6 determinações a 100% da concentração do teste, sendo 

aceitável realizar adição de padrão na amostra para avaliar esta figura de mérito 

(WHO, 2016). 

3.8.4 Exatidão e Recuperação  

A exatidão de um método analítico é a proximidade dos resultados obtidos 

pelo método em estudo em relação ao valor verdadeiro (WHO, 2016). 
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A exatidão é sempre considerada dentro de certos limites, a um dado nível de 

confiança (ou seja, aparece sempre associada a valores de precisão). Estes limites 

podem ser estreitos em níveis de concentração elevados e mais amplos em níveis 

de traços. O número de ensaios varia segundo a legislação ou diretriz adotada e 

também com as características da pesquisa (CASSIANO et al., 2009). 

A ICH (1995) estabelece que um mínimo de nove determinações envolvendo 

um mínimo de três diferentes níveis de concentração deve ser obedecido. Por 

exemplo, ensaios em triplicata para três níveis de concentração. Esta recomendação 

é também adotada pela ANVISA (BRASIL, 2003). Os processos mais utilizados para 

avaliar a exatidão de um método são: materiais de referência; comparação de 

métodos; ensaios de recuperação; adição padrão (CASSIANO, et al., 2009). 

Os intervalos aceitáveis de recuperação para análise de resíduos geralmente 

estão entre 70 e 120%, com precisão de até ± 20%. Porém, dependendo da 

complexidade analítica e da amostra, este valor pode ser de 50 a 120%, com 

precisão de até ± 15% (GARP, 1999). 

3.8.5 Limites de detecção e quantificação 

Limite de detecção (LOD) é a menor quantidade do analito presente em uma 

amostra que pode ser detectado, porém não necessariamente quantificado, sob as 

condições experimentais estabelecidas e deve ser 2 a 3 vezes superior ao ruído da 

linha de base (KAZUSAKI et al., 2012). 

O LOD pode ser determinado baseado em parâmetros da curva analítica, 

como segue; 

𝐿𝑂𝐷 = 3,3𝑥 
𝑠

𝑆
                    (6) 

Onde s é a estimativa do desvio padrão da resposta, que pode ser a 

estimativa do desvio padrão do branco, da equação da linha de regressão ou do 

coeficiente linear da equação e S é a inclinação (“slope”) ou coeficiente angular da 

curva analítica. Para calcular estes dados, uma curva analítica deverá ser feita 

utilizando a matriz contendo o composto de interesse na faixa de concentração 

próxima ao limite de detecção (RIBANI, 2004). 

O LOD também é normalmente, na área de cromatografia, calculado com 

base na relação do sinal com o ruído, este método pode ser aplicado somente em 

procedimentos analíticos que mostram o ruído da linha de base. Para determinar a 
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relação sinal-ruído, é feita a comparação entre a medição dos sinais de amostras em 

baixas concentrações conhecidas do composto de interesse na matriz e um branco 

(matriz isenta do composto de interesse) destas amostras. 

 Assim, é estabelecida uma concentração mínima na qual a substância pode 

ser facilmente detectada. A relação sinal-ruído pode ser de 3:1 ou 2:1, proporções 

geralmente aceitas como estimativas do limite de detecção (GARP, 1999). 

O limite de quantificação (LOQ) é a menor quantidade do analito em uma 

amostra que pode ser determinada com precisão e exatidão aceitáveis sob as 

condições experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003). 

Pode-se adotar os mesmos critérios de LOD para o LOQ, utilizando a relação 

10:1, ou seja, o LOQ pode ser calculado utilizando o método visual, a relação sinal-

ruído ou a relação entre a estimativa do desvio padrão da resposta (s) (que pode ser 

a estimativa do desvio padrão do branco, da equação da linha de regressão ou do 

coeficiente linear da equação) e a inclinação da curva analítica (S), em níveis 

próximos ao LOQ, a partir da equação (RIBANI et al., 2004): 

                                    

𝐿𝑂𝑄 = 10𝑥 
𝑠

𝑆
                                                       (7) 

 

3.8.6 Efeito matriz 

Outro fator a ser avaliado durante a validação de um método analítico é o 

efeito matriz (EM). É realizado pois a matriz de amostra pode conter componentes 

que interferem com o desempenho da medição pelo detector selecionado, sem 

causar um sinal visível no teste de seletividade. As interferências podem aumentar 

ou diminuir o sinal, e a magnitude do efeito também pode depender da concentração 

(GUIDI et al., 2015).  

 O EM é mais pronunciado em amostras complexas, como tecidos animais. 

Destaca-se como principal fator o sistema de injeção. Quando as soluções padrão, 

que serão utilizadas para obtenção da curva analítica são preparadas em solvente 

puro e analisadas em CG, os sítios ativos do insertor (liner) estão disponíveis para a 

retenção dos analitos, sendo assim, uma menor quantidade de analitos será 

detectada. Diferentemente ao se analisar o extrato da matriz com os analitos 

adicionados há uma competição por esses sítios ativos do insertor (Figura 17). 
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Assim ao comparar-se as respostas obtidas dos analitos adicionados em extrato da 

matriz àqueles adicionados em solvente puro, há uma superestimação dos 

resultados (PINHO et al., 2009). 

 

 

Figura 17 - Possíveis adsorções que ocorrem na superfície do insertor e da lã de vidro. A. Analitos em 
solvente. B. Analitos adicionados ao extrato da matriz. 
Fonte: Pinho, 2009. 
 

Os sítios ativos são formados por grupos silanóis livres e metais 

potencialmente presentes na superfície do insertor (PINHO et al., 2009). Diferentes 

amostras, extratos e concentrações da matriz podem exibir diferentes níveis de EM. 

Quando não há efeito matriz significativo, a curva padrão pode ser preparada 

diretamente em solvente (THOMPSON et al., 2002). Se um EM for detectado, as 

curvas analíticas devem ser preparadas no extrato da matriz. Vários testes e suas 

estatísticas correspondentes podem ser usados para estudar esse efeito (GUIDI et 

al., 2015). 

A determinação de EM é algo relativamente recente na química analítica, 

sendo a pesquisa publicada por Erney, Gillespie e Gilvydis (1993) com análise de 

organofosforados em leite e manteiga por CG a primeira a estudar sistematicamente 

o EM. A partir deste momento novas pesquisas foram realizadas com o intuito de 

estudar o EM em diferentes matrizes.  

Devido a complexidade de algumas matrizes, especialmente as de origem 

animal como o peixe, a determinação do EM é crucial. Munaretto et al (2013) 

durante o desenvolvimento de um método de extração avaliaram a presença de EM 

em músculo de peixe, obtendo valores expressivos de EM. 
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Outros autores também avaliaram o efeito matriz em tecido de peixe e outras 

matrizes alimentares, como Yarita, Aoyagi e Otake (2015), Chatterjee et al (2016) e 

Uclés et al. (2017), obtendo também valores altos de EM. Ambos os autores 

sugerem realizar uma saturação do sistema, como demonstrado na Figura 17b, ou 

preparo da curva analítica em extrato da matriz.  

3.9 AVALIAÇÃO DE RISCO PARA SAÚDE 

 

Um dos critérios a se avaliar após a determinação de compostos orgânicos 

em tecidos animais é o quanto a contaminação por esses compostos pode 

prejudicar a saúde do consumidor. Dados de poluentes acumulados em peixes não 

indicam somente o quanto o ambiente está contaminado, mas também indicam a 

transferência de poluentes através da cadeia trófica (GOBAS et al. 1999). 

 Avaliar o risco para a saúde humana causado pela exposição a substâncias 

químicas na dieta é amplamente reconhecido como um processo fundamental no 

desenvolvimento de padrões alimentares seguros, sendo que o risco pode ser 

definido como a probabilidade de um efeito adverso ocorrer em um organismo, 

sistema ou (sub)população causado sob condições específicas pela exposição a um 

agente (WHO, FAO, 1997). 

Dentre os parâmetros de ingestão crônica segura estimados para o homem 

estão a IDA, também chamada de dose de referência pelo USEPA, esse parâmetro 

representa a quantidade da substância presente no alimento e/ou água que pode ser 

ingerida diariamente ao longo da vida sem que ocorram efeitos adversos à saúde 

(WHO, FAO, 1997). 

Relacionado ao IDA pode-se calcular para avaliar o efeito da contaminação 

na dieta de consumidores a avaliação da exposição ou também chamada ingestão 

diária estimada (EDI) que é definida como a estimativa qualitativa e/ou quantitativa 

da ingestão provável de agentes biológicos, químicos ou físicos via alimento, bem 

como a exposição de outras fontes, se relevante (JARDIM e CALDAS, 2009). 

Para um estudo preliminar de risco (HQ) pode-se comparar os dados de HQ 

obtidos com um padrão estabelecido pela Health Canadá (Health Canada, 2004) 

que para um HQ ≤0.2 pode-se considerar que o risco é negligenciável e quando o 

valor de HQ exceder o valor citado anteriormente, há necessidade de uma avaliação 

de risco detalhada (HEALTH CANADA, 2004). 



60 
 

De maneira geral diversos autores ao determinar a contaminação por OCPs 

em produtos alimentares fazem uso deste critério relacionado à saúde do 

consumidor. Chang (2017) avaliou amostras de tecidos de peixe na Tailândia, 

obtendo valores de EDI inferiores aos valores de IDA estabelecidos pela FAO e 

WHO (1995), sendo segundo o autor as amostras consideradas seguras, mesmo 

apresentando contaminação por alguns OCPs.  

Em outro estudo Barakat, Khairy e Aukaily (2016) avaliaram amostras de 

tecido de peixe de um lago no Egito e verificaram valores de IDE acima dos valores 

de IDA estabelecidos pela FAO e WHO (1995), concluindo que os níveis de OCPs 

dos peixes que habitam o lago em estudo constituiriam um risco potencial para a 

saúde do ser humano. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.1 SELEÇÃO E PREPARO DA AMOSTRA “BRANCO”  

Em todas as etapas da otimização utilizou-se músculo de Tilápia 

(Oreochromis niloticus). As amostras foram coletadas em ambiente preservado onde 

a ausência dos analitos alvo foi verificada (Figura 18), sendo esta denominada de 

matriz branco.  

 Antes de serem sacrificados os indivíduos foram anestesiados com 

benzocaína (0,01%) em água. O sacrifício foi realizado por meio de  seção na 

medula espinhal (YAMAMOTO et al. 2016). 

O músculo dos indivíduos coletados foi separado e triturado em processador 

até obter uma amostra homogênea. Após processada, a amostra foi mantida em 

freezer em uma temperatura de cerca de -10°C até o momento da utilização. 

 

 

 

Figura 18 – Cromatogramas do extrato da matriz “branco”, adicionado de padrões analíticos (A) e 
sem a adição de padrões (B). Notas. Componentes:  1. 2,4,5,6- Tetracloro – m- xylene (substituição), 
2. Aldrin, 3. α-Endosulfan, 4. p,p-DDE, 5. Dieldrin, 6. β - endosulfan, 7.p,p- DDT, 8. Decachlorobiphenyl 
(substituição).  

 

 

4.2 PADRÕES DE SUBSTITUIÇÃO (SURROGATE)  

No presente trabalho utilizou-se os padrões de substituição 
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Decachlorobiphenyl e 2,4,5,6-Tetrachloro-m-xyleno em todas as etapas de 

otimização, com a finalidade de avaliar as modificações realizadas no método de 

extração. A seleção destes compostos foi realizada com base nas recomendações 

apresentadas no método 8081b da Agência de Proteção Ambiental dos Estados 

Unidos (USEPA, 2007). 

Soluções iniciais destes compostos foram preparadas em acetona grau HPLC 

na concentração de 10 mgL-1. A partir destas soluções estoque individual preparou-

se uma solução que continha os dois compostos na concentração de 1,0 mgL-1, 

sendo essa a solução de trabalho. 

Em todas as etapas os padrões de substituição foram adicionados, 

objetivando obter no extrato final uma concentração equivalente a 200 µgKg-1. 

 

4.3 PREPARO DAS SOLUÇÕES ANALÍTICAS  

Preparou-se individualmente cada padrão sólido e/ou líquido, levando-se em 

consideração a pureza dos mesmos, em acetona grau HPLC em uma concentração 

de 100 mgL-1. 

 A partir destas soluções estoque individuais preparou-se uma mistura 

contendo todos os compostos em uma concentração de 10 mgL-1 e a partir dessa 

solução foram preparadas as soluções analíticas de trabalho nas concentrações 5; 

10; 25; 50; 100; 200 e 400 µgL-1, as quais foram utilizadas para avaliar a linearidade 

do método. 

Na Tabela 3 são apresentados os padrões analíticos utilizados no presente 

estudo bem como seu grau de pureza, fórmula química, número de registro CAS, 

entre outras informações. Todos os padrões utilizados neste estudo foram 

adquiridos na Sigma Aldrich. 

Tabela 3 – Características dos compostos utilizados neste estudo 

Nome 

comum 

Fórmula  MM CAS Pureza (%) Classe  

Aldrin C12H8Cl6 364,9 309-00-2 97,0 Inseticida 

DDE C14H8Cl4 318,0 3424-82-6 99,0 Produto de degradação 

DDT C14H9Cl5 354,5 50-29-3 99,0 Inseticida 

α-endosulfan C9H6Cl6O3S 406,9 959-98-8 96 Inseticida 

β-endosulfan C9H6Cl6O3S 406,9 19670-15-6 96 Inseticida  

Fonte: adaptado de Munaretto, 2012. Nota: MM: massa molecular.  
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4.4 OTIMIZAÇÃO DE METODOLOGIA DE EXTRAÇÃO DE OCPs  

Foram utilizados diferentes métodos de extração para definição de alguns 

parâmetros iniciais (EUROPEAN STANDARD, 2008; USEPA 3550b, 1996; USEPA 

3660c, 2007 e NORLI et al., 2011). Os parâmetros iniciais estão apresentados na 

Tabela 4. 

 

Tabela 4. Parâmetros iniciais utilizados para a otimização do método de extração. 

Parâmetros Valor (característica) de partida 

Quantidade de amostra 5 gramas 

Tipo de solvente Acetonitrila  

Quantidade de solvente 3 porções de 50 mL 

Quantidade de etapas de sonicação 3 

Sais utilizados na extração NaCl*, NaSO4* e MgSO4* 

Sorventes  PSA, C18 e MgSO4 

Fonte: EUROPEAN STANDARD, 2008; USEPA 3550b, 1996; USEPA 3660c, 2007. Nota: * Massa 
utilizada variou conforme massa da amostra e volume de solvente (1° etapa).  

 

O objetivo inicial da otimização era minimizar a utilização de amostra e 

solvente com etapas simples que envolvessem o mínimo de equipamentos 

complexos. Optou-se pelo uso durante a etapa de extração/partição da sonicação. A 

sonicação é um procedimento que aumenta o contato da amostra com o solvente 

extrator. 

Inicialmente as variáveis quantidade de amostra, tipo de solvente extrator e 

de sorvente foram avaliadas através de um planejamento fatorial completo 23 em 

triplicata. A Tabela 5 apresenta matriz do planejamento fatorial 23. 

Tabela 5 – Matriz do planejamento fatorial completo 23 

 

Experimento Quantidade de amostra (g) Tipo de solvente Tipo de sorvente 

1 0,5 Hex:Acet 1:1 v/v PSA:C18  

2 2,5 Hex:Acet 1:1 v/v PSA:C18  

3 0,5 Acetonitrila PSA:C18 

4 2,5 Acetonitrila PSA:C18  

5 0,5 Hex:Acet 1:1 v/v Florisil 

6 2,5 Hex:Acet 1:1 v/v Florisil 

7 0,5 Acetonitrila Florisil 

8 2,5 Acetonitrila Florisil 

Nota: para 0,5 gramas de amostra: Florisil (0,02 g); C18:PSA (0,005g +0,015g) para 2,5 gramas de 
amostra: Florisil (0,1g) e C18:PSA (0,025 +0,075). 
Fonte: Os autores. 
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O objetivo deste primeiro planejamento foi selecionar o solvente e o sorvente 

mais promissores, bem como definir a quantidade de amostra necessária para a 

extração. 

 Após estas definições, avaliou-se os cromatogramas obtidos. Verificou-se 

que alguns dos interferentes mais significativos presentes no extrato eram derivados 

lipídicos. Optou-se então por realizar um novo planejamento em que a quantidade 

de C18 foi variada, com o objetivo de isentar ao máximo o extrato de interferentes 

lipídicos.  

O segundo planejamento fatorial realizado foi um completo 23 com a adição 

de ponto central, sendo realizado em triplicata. Nele avaliou-se além da quantidade 

de C18 a quantidade de solvente extrator e o número de etapas de sonicação. A 

Tabela 6 apresenta a matriz do planejamento 23 com a adição de ponto central. 

Tabela 6 - Matriz do planejamento fatorial completo 23 com a adição de ponto central 

 
Experimento Quantidade de solvente (mL) Quantidade de etapas 

de sonicação 

Quantidade de C18 (g) 

1 10 3 0,03 

2 5 3 0,03 

3 10 1 0,03 

4 5 1 0,03 

5 10 3 0,01 

6 5 3 0,01 

7 10 1 0,01 

8 5 1 0,01 

9 7,5 2 0,02 

10 7,5 2 0,02 

11 7,5 2 0,02 

12 7,5 2 0,02 

Fonte: Os autores. 

Ao se avaliar os resultados obtidos neste segundo planejamento, verificou-se 

a necessidade de realizar um deslocamento dos dados. O objetivo dessa etapa foi 

atingir uma maior amplitude nos níveis estudados quanto às variáveis quantidade de 

C18 e quantidade de solvente extrator. Assim, um novo planejamento 22 com ponto 

central, em estrela foi realizado, conforme verifica-se na Tabela 7. 
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Tabela 7 – Matriz do planejamento 22 com com ponto central em estrela 

Experimento Quantidade de solvente (mL) Quantidade de sorvente (g) 

1 5 0,01 

2 10 0,01 

3 5 0,03 

4 10 0,03 

5 7,5 0,02 

6 7,5 0,02 

7 7,5 0,02 

8 7,5 0,02 

9 4 0,02 

10 7,5 0,035 

11 11 0,02 

12 7,5 0,006 

Fonte: Os autores. 

Ao se avaliar os resultados obtidos no terceiro planejamento, foi possível 

através de análises de gráficos de superfície de resposta e do cálculo de valores 

críticos chegar aos parâmetros propostos no item 4.5.  

4.5 MÉTODO PROPOSTO 

 

Após as etapas de otimização descritas no item 4.4, obteve-se um método 

QuECheERS + ultrassom + d- SPE. Após a amostra ser adequadamente triturada e 

homogeneizada em um processador de alimentos Philco, pesou-se 0,5 gda mesma 

em balança analítica (SHIMADZU modelo AY 220) e adicionou-se 100µL de solução 

dos padrões de substituição no interior de um tubo de polipropileno (tubo Falcon) 

mantendo-o em uma temperatura de 8°C por um período de 12 horas.  

Após este período, 9,2 mL de uma solução dos solventes acetona:hexano 

(1:1 v/v) é acrescentada ao tudo de polipropileno, realizando-se agitação manual por 

um período de 1 min. Em seguida adiciona-se ao mesmo tubo 2 g de Na2SO4 e 

novamente realiza-se agitação manual por um período de 1 min, acrescentando 

sequencialmente 4 g de MgSO4 juntamente com 1g de NaCl. 

Faz-se então uma agitação em vórtex (Biomixer, modelo QL-901) por um 

período de 1 minuto seguida de sonicação (Banho de ultrassom USC 2800- Unique) 

por um período de 10 minutos em potência máxima sucedida por uma centrifugação 

(Ultracentrífuga Refrigerada Hitachi Modelo Himac-CR21GII) por um período de 10 
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minutos a 4000 rotações por minuto e temperatura de 4°C. 

Após a centrifugação, retira-se todo o sobrenadante e rotaevapora-se 

(Rotaevaporador QUIMIS Q-344B1) o mesmo à temperatura ambiente até secura 

completa, ressuspendendo-se os compostos extraídos em 2 mL de acetona:hexano 

(1:1 v/v). Este volume é adicionado a outro tubo de polipropileno contendo 0,1g de 

PSA, 0,023g de C18 + 0,4g MgSO4. Após nova agitação em vórtex por 1 minuto e 

centrifugação a 4°C e 5000 rotações por minuto por 10 minutos, o sobrenadante foi 

transferido para um vial com auxílio de um filtro de nylon (0,2µm) e seguiu para a 

análise cromatográfica. A figura 19 apresenta um fluxograma do método otimizado. 
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Agitação em vórtex por 1 minuto + centrifugação por 10 

min/5000 rpm e 4°C 

Rotaevaporado até secura e ressuspendido em 2mL de 
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Agitação em vórtex por 1 minuto + sonicação por 10 minutos 

+ centrifugação por 10 min/4000 rpm/4°C  

Agitação manual por 1 minuto 

Agitação manual por 1 minuto 

100 μL de padrão substituição – 12 horas 

0,5 gramas de amostra (músculo de peixe) 

9,2 mL de acetona/hexano 1:1 v/v 

2g de Na2SO4 

4 g de MgSO4 + 1g de NaCl 

 

Sobrenadante  

 

0,1g de PSA + 0,023 g de C 18 + 0,4g MgSO4 

 

Filtro de nylon 0,2 μm 

 

Análise cromatográfica 
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Figura 19 – Método otimizado 
Fonte: Os autores. 

4.6 VALIDAÇÃO DO MÉTODO DESENVOLVIDO 

 

Os requisitos de desempenho para assegurar a adequação do método 

otimizado foram devidamente validados utilizando os parâmetros estabelecidos por 

IUPAC (2002), ANVISA (BRASIL, 2003), INMETRO (2011) e SANTE/11945/2015. 

Essas normativas foram selecionadas em decorrência de se tratar de órgãos 

internacionais e nacionais de importância na área de validação química. 

 Para a validação além dos padrões substituição Decachlorobiphenyl e 

2,4,5,6-Tetrachloro-m-xyleno, também foram adicionados à matriz padrões dos 

OCPs (Aldrin, p,p’-DDE, p,p’-DDT, α-endosulfan e β-endosulfan).  

Os requisitos avaliados foram: linearidade, limite de detecção, limite de 

quantificação, especificidade, precisão, exatidão e efeito matriz. 

4.6.1 Linearidade  

A linearidade das curvas analíticas foi verificada utilizando-se injeções de 

soluções padrão preparadas em extrato da amostra (acetona:hexano 1:1 v/v), 

conforme indicado no item 4.5 nas concentrações 5; 10; 25; 50; 100; 200 e 400 µgL-

1. 

As curvas foram preparadas e injetadas no sistema cromatográfico 5 vezes, a 

partir dos resultados obtidos foi possível calcular a média da área de cada analito, 

obtendo-se sequencialmente a regressão linear e o coeficiente de determinação (r2) 

a fim de determinar a linearidade do método para cada analito. 

Adicionalmente o modelo linear foi avaliado quanto a sua validade utilizando-

se o suplemento Action do software Excel. Através da análise de variância fez-se a 

validação do modelo linear obtido para cada um dos analitos em estudo 

comparando-se a média quadrática da regressão com a média quadrática dos 

resíduos, através da expressão: 

 

𝑀𝑄𝑟𝑒𝑔

𝑀𝑄𝑟𝑒𝑠
                                 (8) 

No qual: MQreg: média quadrática da regressão e MQres: média quadrática 

dos resíduos. Quanto maior for essa razão apresentada na equação 8, melhor será 
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o modelo obtido (PIMENTEL e NETO, 1996). 

 Em sequência fez-se a avaliação da falta de ajuste do modelo utilizando-se o 

mesmo software. Comparou-se a relação entre as médias quadráticas da falta de 

ajuste e dos resíduos com o valor f de Fisher-Snedecor (fvfav,vep) e quando o valor 

obtido entre a relação das médias quadráticas foi menor que o valor da estatística f, 

considerou-se que o modelo não apresentava falta de ajuste (RIBANI et al., 2004). 

4.6.2 Limite de Detecção e Limite de Quantificação  

Os limites de detecção e quantificação foram determinados à partir da relação 

sinal ruído (signal/noise) obtido através da análise de injeções sucessivas na menor 

concentração (5 µgL-1). Os softwares utilizados neste estudo, nos diferentes GCs 

forneciam a relação sinal ruído para o cromatograma analisado e com base nesse 

valor calculou-se os limites de detecção e quantificação. O limite de detecção é 

aquela concentração que produzia uma relação sinal-ruído superior a 3:1 e o limite 

de quantificação àquela que produzia uma relação sinal-ruído superior a 10:1 

(BRASIL, 2003). 

4.6.3 Seletividade 

A seletividade foi avaliada através de injeções no sistema cromatográfico 

(GC-MS) do extrato da matriz branco, ou seja, extrato sem os analitos em estudo e 

de uma amostra fortificada com os analitos.  

Foi realizada uma comparação entre os cromatogramas obtidos e dos 

espectros de massa, afim de evitar uma coeluição entre os analitos e os 

interferentes da matriz, garantindo a pureza. 

4.6.4 Exatidão 

A exatidão foi avaliada através de ensaios de recuperação, fortificando a 

amostra branco com os analitos em estudo nas concentrações de 10; 25 e 50 μgkg-

1, seguindo o processo de extração otimizado, o processo foi realizado em triplicata. 

A exatidão foi calculada utilizando-se a expressão apresentada na Equação 9 

(INMETRO, 2011).  

 

𝐸𝑥𝑎𝑡𝑖𝑑ã𝑜 (% ) = (
𝐶1

𝐶2
) 𝑥 100           (9) 

No qual: C1: concentração experimental e C2: concentração teórica. 
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4.6.5 Precisão  

A precisão na determinação dos analitos em estudo foi avaliada por meio da 

análise de extratos de amostra adicionados dos analitos nas concentrações 10, 25 e 

50 μgkg-1. As leituras foram realizadas em triplicata e o coeficiente de variação 

(CV%) foi calculado, conforme expressão apresentada na Equação 10 (INMETRO, 

2011). 

𝐷𝑃𝑅(%)𝑜𝑢 𝐶𝑉 (%) =  
𝑠

𝑋̅
 𝑥 100       (10) 

Na qual:   ẋ é a média aritmética das determinações e s o desvio padrão entre 

as determinações. 

4.6.6 Efeito matriz (EM) 

Avaliou-se o efeito matriz por meio de duas curvas analíticas, uma em extrato 

da amostra e outra em solvente. Para isso, comparou-se as áreas de pico dos 

analitos adicionados na matriz pós-extração, com as correspondentes áreas de pico 

dos mesmos analitos solubilizados em solvente acetona grau CG nas concentrações 

que variaram entre 5μg/L e 400μg/L (SANTE, 2015). As análises foram realizadas 

em triplicata e com os valores das áreas foi possível calcular a porcentagem de 

aumento da resposta cromatográfica (Equação 11) (PINHO et al., 2010; 

CHATTERJEE et al., 2016). 

 

 % =  
(𝑎 𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑧−𝑎 𝑠𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝑒)

𝑎 𝑠𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝑒
∗ 100                            (11) 

 

Onde: αmatriz é a área do analito adicionado na matriz e αsolvente é a área 

do analito adicionado no solvente. 

Verificou-se também o efeito matriz (EM%) relacionando-se a inclinação das 

curvas obtidas, através da Equação 12 (PIZUTTI et al., 2007). 

𝐸𝑀(%) =  
𝑋1−𝑋2

𝑋2
∗ 100                                         (12) 

Onde: X1 é a inclinação da curva obtida pela injeção das soluções analíticas 

de cada composto estudado, preparadas na matriz (músculo de peixe) e X2 é a 

inclinação da curva obtida pela injeção das soluções analíticas de cada composto 

estudado, preparadas em acetona grau GC. 
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Após obter as curvas foi possível calcular uma função de correção do efeito 

matriz para os analitos em estudo utilizando a Equação 13 (CHATTERJEE et al., 

2016; PINHO et al., 2009).   

                                          

𝑋𝑝𝑚 = 𝐴𝑋𝑝𝑠 + 𝐵                                                (13) 

Onde: Xpm= concentração do padrão preparado em extrato da matriz; Xps= 

concentração do padrão preparado em solvente; A= relação entre os coeficientes 

angulares e B= relação entre os coeficientes lineares. 

 

4.7 APLICAÇÃO DO MÉTODO OTIMIZADO EM AMOSTRAS REAIS  

 

Com o objetivo de avaliar o método proposto, amostras de tecido de peixe 

foram analisadas em triplicata. Três amostras de músculo de Tilápia do Nilo 

(Oreochromis niloticus) e 3 amostras de músculo de Lambari (Astyanax sp), 

adquiridas em supermercados da cidade de Ponta Grossa, Estado do Paraná, Brasil. 

Com o mesmo objetivo, espécimes de Lambari (Astianax altiparanae) foram 

coletados na Represa de Alagados, no mês de setembro de 2017, época de seca, 

de acordo com o manual técnico da CETESB (2011).  

Os peixes foram capturados em rede de espera malha 1, sendo a rede 

disposta em um único ponto no reservatório, indicado na Figura 19 (latitude 25° 

01′03″ S e longitude 50° 02′ 08″ W) onde há casas e agricultura às margens. 

Quatorze espécimes de Astyanax altiparanae (Lambari) contendo ovas foram 

coletados, adicionados em um recipiente contendo solução aquosa de benzocaína a 

0,01% e antes de serem sacrificados através de seção na medula espinhal, as 

massas dos indivíduos foram aferidas, suas dimensões determinadas, seus tecidos 

(músculo, vísceras e ovas) separados, resfriados a 8°C e encaminhados para o 

laboratório para resfriamento à -20°C até o momento da análise.   

 A bacia hidrográfica de Alagados está localizada na região de Campos 

Gerais, no sudeste do Paraná, quase que inteiramente no primeiro planalto (24 ° 52 ' 

S/50 ° 06 ' W), e é fonte de água de três cidades da região de Campos Gerais no sul 

do Brasil: Ponta Grossa, Castro e Carambeí (VOIGT et al 2014) (Figura 20). 

É considerado um dos principais recursos hídricos do estado, tem 

aproximadamente 15 km de comprimento, uma largura média de 500 m, e sua 
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profundidade varia de 15 m próximo a barragem e entre 2 e 5 m na área restante 

(IAP, 2009).  

 

 

Figura 20 - Mapa da represa de Alagados com o destaque ao local de coleta das amostras (P) e sua 
localização no estado do Paraná, Brasil, com as coordenadas geográficas 24° 52′ to 25° 05′ S e 49° 
46′ to 50° 06′ W. 
Fonte: Adaptado de Doria et al., 2017. 
 

4.7.1 Extração dos OCPs 

A extração dos OCPs dos tecidos foi realizada conforme método otimizado 

neste estudo, descrito no item 4.5. Para tal, três porções de 0,5 gramas de amostra 

úmida de cada tecido, por indivíduo, ou seja sem a necessidade de “pool”, foram 

extraídos para determinação da concentração dos pesticidas organoclorados Aldrin, 

p,p’-DDE, p,p’-DDT, α-endosulfan β-endosulfan em todas as amostras e Dieldrin 

somente nas amostras coletadas na Represa de Alagados. 
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4.8 DETERMINAÇÃO CROMATOGRÁFICA DOS OCPS 

As análises cromatográficas foram realizadas nos laboratórios: Complexo de 

Laboratórios Multiusuários (CLABMU-UEPG), Laboratório de análises de 

combustíveis e Biocombustíveis (LACBIO-UEPG) e Laboratório de Saneamento 

Ambiental e Qualidade da Água (UNICENTRO). 

Para a realização da otimização do método desenvolvido foram utilizados dois 

equipamentos de cromatografia a gás. Um dos equipamentos possui um 

espectrômetro de massas (GC-MS – Perkin Elmer - Clarus 680) e foi utilizado no 

início do estudo para confirmação dos tempos de retenção e ao final durante a etapa 

de validação para avaliação da especificidade/sensibilidade. 

Este GC é acoplado a um detector de massas (SQ8), single quadrupolo, 

utilizando o hélio como gás de arraste, com fluxo de 1 mL min-1, a temperatura do 

injetor foi mantida a 250°C, a fonte de ionização por impacto de elétrons em 70 Ev e 

250°C. A análise foi realizada no modo Full Scan em uma amplitude de massa de 50 

a 500 Da.  

 Outro equipamento contendo um detector de captura de elétrons (GC-ECD -  

Perkin Elmer - Clarus 580) foi utilizado nas demais etapas da otimização. Este GC é 

acoplado a um detector de captura de elétrons que possui uma fonte radioativa de 

Ni-63. A temperatura do injetor foi mantida a 300°C e do detector em 320°C, 

utilizando o nitrogênio como gás de arraste com um fluxo de 2 mL min-1 e make-up 

de 30 ml min-1. 

Finalmente um terceiro equipamento contendo um detector de captura de 

elétrons (GC - ECD - Shimadzu GC-2014) foi utilizado para analisar as amostras 

coletadas para aplicação do método. Este GC é acoplado a um detector de captura 

de elétrons que possui uma fonte radioativa de Ni-63. A temperatura do injetor foi 

mantida a 300°C e do detector a 320°C. Hélio foi utilizado como gás de arraste a um 

fluxo de 2 mL min-1 e o fluxo de make-up foi de 30 mL min-1.  

O volume de injeção nos três equipamentos foi de 1 μL em modo splitless, 

com temperatura de injeção programada.  Para ambos os casos se utilizou a mesma 

coluna cromatográfica, coluna capilar DB-5-MS (5% fenil 95% metilpolisiloxano) com 

dimensões 30m x 0,25mm com 0,25µm de espessura de filme e o mesmo programa 

de temperatura do forno.  
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 O programa de temperatura do forno iniciou em 150° C, depois aumentou 

para 310° C a 10 ° C min-1 e manteve-se nessa temperatura durante 10 min.  

4.9 AVALIAÇÃO DE RISCO 

Para avaliar o risco potencial que o consumo de peixe contaminado por OCPs 

pode gerar para a saúde, foi calculada a ingestão diária estimada (EDI) com base 

nas concentrações médias de exposição (WHO / FAO, 1987). Este cálculo foi 

realizado com os percentis 50th e 95th das concentrações obtidas, usando: 

𝐸𝐷𝐼 = 𝐶 ∗ (
𝐹𝑅

𝐵𝑊
)                   (14) 

onde C é a concentração média medida de pesticidas organoclorados (ng g-1 

ww), FR é a taxa diária estimada de consumo de peixe (g d-1) e BW é o peso 

corporal hipotético médio (kg) definido em 60 kg para adultos (OMS, 2012). Uma 

taxa de consumo diário de 49,31 g d-1 por pessoa foi assumida com base no 

consumo local de peixe (ANTONUCCI et al., 2017). 

O risco para os seres humanos através da exposição a contaminantes através 

de um único caminho foi avaliado usando a abordagem do quociente de risco (HQ) 

(USEPA, 1991): 

 

𝐻𝑄 =
𝐸𝐷𝐼

𝐴𝐷𝐼
                                  (15) 

 

Onde ADI é a ingestão diária aceitável (tolerável) (US EPA, 1991), assumindo 

ser uma concentração segura para a exposição ao longo da vida. Para avaliação 

preliminar de risco quantitativo, um HQ ≤ 0,2 indica efeitos adversos insignificantes 

para a saúde, como resultado da exposição, enquanto valores de HQ que 

ultrapassam este limiar exigem uma avaliação de risco detalhada adicional ou 

realização de medidas de gerenciamento de riscos (HEALTH CANADA, 2004). 

 

4.10 ANÁLISE DOS DADOS 

 Para avaliar a significância dos dados durante a otimização do método 

desenvolvido o software Statistica v 12.6 foi utilizado. Os parâmetros foram testados 

quanto à significância ao nível de 95% de confiança. 

A avaliação da linearidade foi realizada utilizando o suplemento Action do 

software Excel.  
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A análise de variância foi utilizada para comparar as médias das 

concentrações de OCPs obtidas nos tecidos de peixe avaliados, bem uma 

comparação e correlação entre a dimensão e massa dos indivíduos, estes dados 

foram analisados utilizando o protocolo do modelo linear geral no software Statistica 

v 12.6. Para avaliar as diferenças e semelhanças estatísticas foi utilizado o teste de 

comparação múltipla de Tukey (p <0,01). 

Uma análise de componentes principais foi realizada utilizando o software 

Pirouette versão 4.0. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 OTIMIZAÇÃO E DESENVOLVIMENTO DE MÉTODO DE EXTRAÇÃO DE OCPS 
EM MÚSCULO DE PEIXE 

5.1.1 Otimização da quantidade de amostra, tipo de solvente extrator e sorvente 

A primeira etapa de otimização foi o planejamento 23 completo, avaliando as 

variáveis quantidade de amostra e tipos de sorvente e solvente. A partir dos 

cromatogramas obtidos e recuperações calculadas foi possível avaliar os efeitos 

estimados de cada variável.  

A Figura 21 apresenta os efeitos estimados das variáveis investigadas a partir 

dos resultados obtidos na primeira etapa da otimização. 

 

Figura 21 – Efeitos estimados obtidos na primeira etapa de otimização (23). 
Fonte: Os autores. 
 

Os resultados apresentados na Figura 21 evidenciam que as variáveis com 

efeito significativo (95% de confiança) foram o tipo de solvente (2) e de sorvente (3) 

e que os mesmos apresentam as melhores taxas de recuperação quando ajustados 

no nível menor (-1), ou seja, quando se utiliza a mistura de acetona:hexano 1:1 (v/v) 

e o sorvente PSA:C18. Na Figura 22 é apresentada uma superfície de contorno que 

relaciona os efeitos das variáveis tipo de solvente e tipo de sorvente. 
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Figura 22 – Superfície de contorno obtida com os dados de recuperação do primeiro planejamento 23, 
relacionando as variáveis tipo de solvente e tipo de sorvente. 
Fonte: Os autores. 
 

Como se visualiza na Figura 22, há uma tendência que relaciona os tipos de 

solvente e sorvente. Verifica-se que as maiores recuperações, representadas pelas 

cores mais escuras, são obtidas nos níveis inferiores para os dois fatores. 

A mistura acetona:hexano possui diversas características adequadas ao seu 

uso como solvente na extração de OCPs. Esta mistura possui a solubilidade de 

Hildebrand semelhante à dos analitos, ou seja, os analitos são solubilizados 

facilmente nesses solventes o que favorece sua extração nas matrizes estudadas 

(VILLA et al, 2011).   

Esta mistura de solventes é aplicada principalmente na extração de 

compostos apolares pois, possui pressão de vapor e ponto de ebulição considerados 

adequados para sistemas de injeção em GC e são compatíveis com etapas de 

limpeza que utilizam sorventes sólidos como a d-SPE (MATOVSKA e LEHOTAY, 

2004). 

Devido à essas características, a mistura acetona:hexano foi empregada 

satisfatoriamente em outros métodos de extração de OCPs em tecido de peixe 

(WITCZAK e AGNIESZKA, 2011). 

Na etapa d-SPE, o tipo de sorvente também é um fator relevante no 

desenvolvimento de um método de preparo de amostra. O sorvente PSA possui um 

efeito quelante, ligando-se aos compostos como ácidos graxos livres e açúcares 

presentes na amostra.  O PSA forma ligações de hidrogênio com compostos 
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contendo grupos hidroxi ou carboxi, retirando-os do extrato (CHATERJEE et al., 

2016). 

Já o C18 é um sorvente com características estruturais que promovem sua 

interação com compostos apolares nas amostras. O C18 é muito utilizado na 

remoção de interferentesem amostras com teor de gordura acima de 2% (LEHOTAY, 

2007). 

A mistura PSA:C18 vem sendo muito empregada na extração de compostos 

orgânicos em tecido de peixe (CHATERJEE et al., 2016; CABRERA et al., 2012; 

WILKOWSKA e BIZIUK, 2011 e LEHOTAY, 2007). 

Devido às características dos sorventes citadas, pode-se afirmar que o 

método QueChERS empregando ultrassom com etapa d-SPE propicia uma 

adequada separação de interferentes de diferentes classes presentes em tecidos de 

peixe.  

Verifica-se ainda na Figura 21 que a variável quantidade de amostra (1) não 

apresentou efeitos significativos ao nível de 95%. Estatisticamente fica evidenciado 

que, independentemente da quantidade de amostra utilizada na extração, os 

resultados de recuperação obtidos serão semelhantes, o que indica que a menor 

quantidade de amostra (0,5 gramas) avaliada pode ser empregada. 

Na Figura 23 é apresentada uma superfície de contorno que relaciona as 

variáveis tipo de solvente e quantidade de amostra. Nesta figura é demonstrado que 

a variável quantidade de amostra não influencia de maneira significativa na obtenção 

dos resultados de recuperação dos analitos.  
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Figura 23 - Superfície de contorno obtida com os dados de recuperação do primeiro planejamento 23, 
relacionando as variáveis tipo de solvente e quantidade de amostra. 
Fonte: Os autores. 

 

Essa insignificância estatística da variável quantidade de amostra pode ser 

justificada pela utilização do ultrassom durante a etapa de extração. O ultrassom 

proporciona um contato mais eficiente entre a amostra e os solventes extratores, 

aumentando a penetração deste na amostra e a solubilidade e difusividade dos 

analitos nos solventes (BIDARI et al., 2011 e PENA et al., 2006), sendo assim 

mesmo em pequenas quantidades de amostra, obtêm-se resultados satisfatórios de 

recuperação. 

Niell e colaboradores (2015) em um estudo em que o objetivo era avaliar a 

extractabilidade de analitos lipofílicos presentes em amostras com altos teores de 

gorduras, concluíram que ao se aumentar a massa de amostra, a recuperação 

destes compostos é minimizada. Analitos como o DDT e DDE possuem uma forte 

tendência a permanecer na matriz, devido seu alto valor de log Kow (6,91 e 6,36 

respectivamente) (NIELL et al., 2015). 

 A minimização da quantidade de amostra também proporciona uma extração 

de menores quantidades de co-extrativos, como, por exemplo, os lipídios 

(CHATERJEE et al., 2016). 

A quantidade de tecido de peixe utilizado na extração de OCPs é fator 

discrepante em diversas técnicas apresentadas na literatura. A maioria destas 
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emprega quantidades entre 2,5 gramas (MOLINA-RUIZ et al., 2015) e 25 gramas 

(EZEMONYE et al., 2015). Quantidade esta superior à massa total de indivíduos de 

certas espécies (YAMAMOTO et al., 2016). 

Modificações em métodos de extração como as obtidas neste estudo podem 

assegurar a determinação de OCPs em espécies com pequena massa corporal, sem 

a necessidade de realização de agrupamento de amostras (pool).  

O poll é uma estratégia utilizada em muitos casos em que se tem pequena 

massa de amostra, no entanto, quando utilizada pode ocultar a variância e atribuir 

uma falsa confiança em relação à significância dos dados (ZHANG e GANT, 2005). 

Diante dos resultados obtidos nesta primeira etapa da otimização a 

quantidade de amostra foi fixada em 0,5 gramas e foram selecionados a mistura 

acetona:hexano e PSA/C18 para continuidade dos estudos de otimização da etapa 

de preparo de amostra.  

5.1.2 Otimização da quantidade de etapas de extração, de solvente extrator e C18 

 

Após as definições obtidas no primeiro planejamento, buscou-se otimizar a 

quantidade de solvente extrator, número de etapas de extração e a quantidade de 

C18. A Figura 24 apresenta os efeitos estimados das variáveis investigadas a partir 

dos resultados obtidos na segunda etapa da otimização (23 com ponto central).  

 

Figura 24 – Efeitos estimados obtidos na segunda etapa de otimização (23 com ponto central). 
Fonte: Os autores. 
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Verifica-se na Figura 24 que as variáveis quantidade de solvente (1) e número 

de etapas de extração (2) apresentaram efeito significativo (95%) no nível inferior 

(5mL e uma etapa de extração, respectivamente). 

Na Figura 25 tem-se a superfície de contorno que relaciona os efeitos das 

variáveis quantidade de etapas de extração e quantidade de solvente. 

 

 

Figura 25 - Superfície de contorno obtida com os dados de recuperação do segundo planejamento 23, 
relacionando as variáveis quantidade de solvente e quantidade de etapas de extração. 
Fonte: Os autores. 

 

Como se evidencia na Figura 25 os níveis da variável quantidade de solvente 

têm pouca interferência nos resultados obtidos, pois independentemente do nível 

obteve-se recuperações próximas a 100%.  

 A variável quantidade de C18 (3) apresentou efeito significativo no nível 

superior, ou seja, 0,03 g de C18 (Figura 24). Nota-se também um significativo efeito 

de interação (quantidade de solvente com quantidade de C18), sendo este positivo, 

indicando que quando a quantidade de C18 for maior (0,03g), um maior volume de 

solvente faz-se necessário.  

A maioria dos trabalhos que empregam a extração por ultrassom o fazem em 

duas (SUN et al., 2015) ou três etapas (AKOTO et al., 2016). No entanto, esta 

necessidade de um maior número de etapas de sonicação consome tempo e maior 
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volume de reagentes, algo minimizado neste estudo onde apenas uma etapa de 

sonicação foi necessária. 

Nesta etapa da otimização verificou-se que 0,01 gramas de C18 não são 

suficientes para a adequada separação de interferentes apolares em tecido de 

peixe.  

A Figura 26 apresenta os cromatogramas do extrato da matriz obtido 

utilizando diferentes quantidades de C18. 

 

 

Figura 26. Cromatogramas de extratos de amostra obtidos utilizando C18. 

Notas: A: com 0.03g de C18. B: com 0.01g de C18. Componentes:  1. 2,4,5,6- Tetracloro – m- xylene 

(surrogate), 2. Aldrin, 3. α-Endosulfan, 4. p,p-DDE, 5. Dieldrin, 6. β - endosulfan, 7.p,p- DDT, 8. 

Decachlorobiphenyl (surrogate). As amostras apresentadas na figura foram dopadas em diferentes 

concentrações. Fonte: Os autores. 

 

Na Figura 26 A-B, comprova-se que a maior massa de C18 adicionada 

propicia uma limpeza do extrato mais efetiva, diminuindo interferentes, como por 

exemplo, o ácido oleico e colesterol, compostos estes que possuem tempos de 

retenção muito próximos aos tempos de retenção dos analitos em estudo 

(MUNARETTO et al.,2013). 

Ao se avaliar o efeito de interação significativo, apresentado na Figura 24, em 

que um maior volume de solvente é necessário em maiores massas de C18, fez-se 

necessária uma terceira etapa de otimização (deslocamento), ampliando os níveis 

dos fatores quantidade de C18 e quantidade de acetona:hexano 1:1(v/v), através de 

um planejamento 22 em estrela com ponto central. 
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Através do teste estatístico ANOVA, verificou-se que este terceiro 

planejamento pode ser considerado significativo, tendo um r de 0,9513, sendo o 

experimento explicado pelo modelo em um nível de 0,8904, além disso, o modelo foi 

validado, verificando-se uma variação inferior a 5% entre os valores preditos pelo 

modelo e os observados.  

Na Figura 27 é apresentada uma superfície de contorno desta etapa da 

otimização.  

 

Figura 27 – Superfície de contorno obtida com os dados de recuperação do terceiro planejamento 22, 
em estrela com ponto central relacionando as variáveis quantidade de solvente e quantidade de C18. 
Fonte: Os autores. 
 

Avaliando-se a superfície de contorno apresentada na Figura 27 verificou-se 

que as maiores recuperações obtidas encontraram-se próximas ao ponto central. Na 

Tabela 8 são apresentados os valores críticos do planejamento. 

Tabela 8 - Valores críticos obtidos na otimização do método de extração em estudo. 

 
 

 

 

 

Fonte: Os autores. 
 

Fator avaliado Nível otimizado 

Quantidade de amostra 0,5 gramas 

Tipo de solvente de extração Acetona:hexano (1/1 v/v)  

Tipo de sorvente PSA: C18 

Quantidade de etapas de extração (sonicação) 1 

Quantidade de sorvente  0,1 gramas (PSA) e 0,023g (C18) 

Quantidade de solvente 9,2 mL 
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Na Tabela 8 verificam-se os parâmetros do método QuEcHERs com 

ultrassom e d-SPE desenvolvido neste trabalho que tem como características utilizar 

uma pequena massa de amostra (0,5 gramas), com uma mistura de solventes 

(acetona:hexano 1:1 v/v) favorável à utilização em sistemas cromatográficos 

(MATOVSKA e LEHOTAY, 2004). 

Nestas condições foi possível otimizar o método para a realização da 

extração em uma única etapa. As características do ultrassom, aliadas às 

características do QuEChErs viabilizam a realização de várias extrações de maneira 

simultânea, além de possibilitar um menor consumo de amostra. 

A determinação do volume de solvente próximo de 10 mL vai de encontro ao 

relatado por Niell e colaboradores em 2014. Segundo os autores quantidades 

inferiores a 10mL de solvente propiciaria uma menor recuperação dos analitos 

apolares, como os OCPs, pois os mesmos teriam uma maior interação com a matriz. 

Os autores verificaram que 10 mL de solvente eram necessários para se obter 

recuperações satisfatórias empregando 2 gramas de amostra. 

 

5.2 VALIDAÇÃO DO MÉTODO DE EXTRAÇÃO 

Após a otimização, o método foi submetido a validação analítica. 

5.2.1 Linearidade  

As Tabelas 9 e 10 apresentam os dados dos coeficientes de determinação 

(r2), coeficiente angular (a), coeficiente linear (b) para as equações da curva analítica 

preparadas em solvente e em extrato da matriz.  

 

Tabela 9 - Valores de r2, coeficiente angular, coeficiente linear para as curvas analíticas preparadas 
em solvente e faixa linear para cada OCP estudado  
 

Analito r2 Coeficiente 

angular (a) 

Coeficiente linear (b) Faixa Linear (µgL-1) 

Aldrin 0,998 3042,5 - 18373 5 - 200 

p,p’-DDT 0,957 5828,1 - 180420 5 - 400 

p,p’-DDE 0,988 6512,2 - 129622 5 - 400 

α-endosulfan 0,982 4935,7 -122520 5 - 400 

β-endosulfan 0,965 734,12 - 11975 5 – 200 

Fonte: Os autores. 
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Tabela 10 - Valores de r2, coeficiente angular, coeficiente linear para as curvas analíticas preparadas 
em extrato de matriz e faixa linear para cada OCP estudado. 

Analito r2 Coeficiente 

angular (a) 

Coeficiente linear (b) Faixa Linear (µgL-1) 

Aldrin 0,994 4809,2 - 59232 5 - 200 

p,p’-DDT 0,999 10343 - 65541 5 - 400 

p,p’-DDE 0,990 15487 - 341049 5 - 400 

α-endosulfan 0,999 7413,6 - 52059 5 - 400 

β-endosulfan 0,998 941,75 11478 5 – 200 

Fonte: Os autores. 
 

A partir da avaliação das Tabelas 9 e 10 verifica-se que a linearidade para os 

compostos em estudo foi mais eficiente quando os mesmos foram adicionados em 

extrato da matriz Esses resultados são semelhantes aos apresentados por 

Munaretto et al. (2013) que avaliaram o efeito matriz em análise cromatográfica de 

extrato de tecido de peixe. 

 Verifica-se também na Tabela 10 que os valores obtidos de r2 para todos os 

analitos adicionados ao extrato da matriz foi acima de 0,99. No caso dos analitos 

preparados em solvente esses valores estão abaixo do estabelecido como ideal 

(0.99) pela ANVISA (BRASIL, 2003).  

Os resultados obtidos foram submetidos a uma análise de variância, 

verificação de validade e falta de ajuste das curvas analíticas. Verificou-se que em 

todos os casos as curvas obtidas apresentaram boa linearidade e não apresentaram 

falta de ajuste, sendo consideradas adequadas estatisticamente. Portanto pode-se 

afirmar que o método de determinação apresentou boa linearidade. 

5.2.2 Limites de detecção e quantificação 

A Tabela 11 apresenta os limites de detecção (LOD) e limites de quantificação 

(LOQ) obtidos para os analitos estudados. 

Tabela 11 - LOD e LOQ dos analitos estudados. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: LMR: FAO/WHO, 2006, LOD e LOQ: Os autores. 
 

Composto LOD (µgKg-1) LOQ (µgKg-1) LMR (µgKg-1) 

Aldrin 0.24 0.8 200 

α-Endosulfan 2.88 9.6 100 

Β- Endosulfan 1.32 4.4 100 

p,p - DDE 2.76 9.2 5000 

p,p - DDT 1.2 4 5000 
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Verifica-se na Tabela 11 que os valores de LOD variaram entre 0,24 µgKg-1 

para o composto Aldrin a 2,88 µgKg-1 para o composto α-Endosulfan, já os valores 

de LOQ variaram entre 0,8 µgKg-1 para o composto Aldrin a 9,6 µgKg-1 para o 

composto α-Endosulfan. 

Os valores de LOD e LOQ podem ser considerados satisfatórios de acordo 

com o método otimizado e validado uma vez que são inferiores aos valores de limite 

máximo de resíduos estipulado por alguns órgãos internacionais para contaminação 

por esses compostos em tecido animal (FAO; WHO, 2006). 

Os resultados aqui apresentados se assemelham aos publicados por Wang et 

al. (2017) que obtiveram, para os mesmos OCPs, valores de LOD variando entre 

1,35 µgKg-1 e 1,49 µgKg-1 e valores de LOQ variando entre 4,51 µgKg-1 e 4,93 µgKg-

1. 

Em outro trabalho Molina-Ruiz et al. (2015) obtiveram para o mesmo tipo de 

matriz e os mesmos analitos valores de LOD que variaram entre 2 µgKg-1   e 3 µgKg-

1   e valores de LOQ entre 5 µgKg-1   e 8 µgKg-1.  

5.2.3 Seletividade  

Na Figura 28 tem-se dois cromatogramas, em A a matriz com a presença dos 

analitos em estudo e em B a matriz sem a adição dos analitos em estudo (amostra 

“branco”).  

 

Figura 28 – Cromatogramas do extrato da matriz “branco”, adicionado de padrões analíticos (A) e sem a adição 

de padrões (B). Notas. Componentes: 1. 2,4,5,6- Tetracloro – m- xylene (surrogate), 2. Aldrin, 3. α-Endosulfan, 4. 

p,p-DDE, 5. Dieldrin, 6. β - endosulfan, 7.p,p- DDT, 8. Decachlorobiphenyl (surrogate). Fonte: Os autores. 
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Avaliando-se a Figura 28 verifica-se que a seletividade do método pode ser 

considerada adequada, uma vez que não houve coeluição entre os analitos em 

estudo e entre eles e os interferentes da amostra. Isso foi confirmado pela análise 

dos espectros de massa (Figuras 29 a 32) de cada um dos picos destacados na 

Figura 28 A.  

 

Figura 29 - Espectro de massas do composto Aldrin.  
Fonte: Os autores. 

 

 

Figura 30 - Espectro de massas do composto Endosulfan. 
Fonte: Os autores. 
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Figura 31 - Espectro de massas do composto p,p’-DDT. 
Fonte: Os autores. 

 

 

Figura 32 - Espectro de massas do composto p,p’-DDE. 
Fonte: Os autores. 

 

Tratando-se de uma amostra complexa a avaliação da seletividade é de suma 

importância, garantindo que diferentes compostos não apresentavam o mesmo 

tempo de retenção, fato esse que interferiria no resultado da análise. 

Os espectros apresentados nas Figuras 29 a 32 foram obtidos da amostra 

adicionada dos analitos interesse e garantem a ausência de quaisquer outros 

interferentes no mesmo tempo de retenção. 
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Se a seletividade não for assegurada, a linearidade, a exatidão e a precisão 

estarão seriamente comprometidas (RIBANI et al., 2004) 

5.2.4 Exatidão (Recuperação) e Precisão (Repetitividade)  

Na Tabela 12 são apresentados os resultados de precisão e recuperação 

obtidos para os analitos em estudo. 

 
Tabela 12 - Precisão (CV%) e Exatidão (Rec %) dos analitos em estudo nas concentrações 10 μgKg-

1, 25 μgKg-1 e 50 μgKg-1 

 Analitos 10μgKg-1 25μgKg-1 50μgKg-1 

 Rec (%) CV% Rec % CV% Rec % CV% 
Aldrin 89,3 12,2 92,4 6,5 88,8 3,4 

α-Endosulfan 96,5 12,6 90,4 3,4 102,2 3,7 
p,p-DDE 90,4 8,9 77,3 6,9 98,6 4,9 

β-Endosulfan 108,4 6,7 98,0 5,8 97,2 3,7 
p,p - DDT 110,8 10,2 90,6 6,8 96,7 9,3 

Fonte: Os autores 

Verifica-se na Tabela 12 que os valores de recuperação (Rec%) estiveram 

entre 77,3% e 110,8%, portanto, dentro do estabelecido na literatura para análise de 

compostos traço (SANTE, 2017). 

Boa precisão em termos de repetibilidade foi observada para todos os analitos 

com coeficientes de variação entre 3,4% e 12,6%, estando estes valores de acordo 

com a legislação internacional sobre desempenho de métodos analíticos 

(SANCO/12571, 2013 e SANTE, 2017). Considera-se, portanto o método adequado 

quanto à sua exatidão e precisão. 

As percentagens de recuperação obtidas neste estudo são semelhantes às 

apresentadas por Molina-Ruiz et al. (2015), que obtiveram em extrato de tecido de 

peixe, para os mesmos analitos  valores entre 67% e 108% com coeficiente de 

variação entre 3% e 12%. 

Em outro estudo Wang et al., (2017) ao avaliar extrato de tecido de peixe 

obtiveram valores de recuperação entre 90,1% e 98,8% e coeficiente de variação 

entre 7,3% e 12,4%, assemelhando-se aos dados obtidos neste estudo. 

5.2.5 Avaliação do efeito matriz (EM) 

Na Tabela 13 verifica-se o efeito matriz observa para os analitos em estudo 

em músculo de Tilápia do Nilo.  
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Tabela 13 - Efeito matriz observado para os analitos em estudo 

 

 

 

 

 

Fonte: Os autores. 

 

Avaliando-se os dados apresentados na Tabela 13, observa-se que há efeito 

matriz positivo para todos os compostos estudados, como demonstrado no gráfico 

representativo da Figura 33.  

 

 

 

Figura 33. Curvas analíticas em matriz e em solvente do analito p,p’-DDT. 
Fonte: Os autores. 
 

Valores de EM entre 10 e 50% indicam aumento moderado do sinal e valores 

de EM acima de 50% indicam alto aumento do sinal (CHATERJEE et al., 2016). 

Observou-se aumento significativo do sinal cromatográfico para 80% dos analitos 

testados e 20% apresentou moderado aumento do sinal cromatográfico.  

Resultados semelhantes para os analitos em estudo em tecido de peixe foram 

reportados na literatura. Munaretto et al, (2013) verificou a ocorrência de efeito 

matriz na determinação de compostos orgânicos entre eles OCPs em músculo de 

peixe, obtendo valores que variaram entre -5,6 a 3476%.  

Em outro estudo os autores verificaram que quando o analito estudado era 

um halogenado, como os OCPs, o efeito matriz sempre era positivo. Os autores 

Composto Efeito Matriz (%) 

Aldrin 
α-Endosulfan 
β- Endosulfan 

p,p’ - DDE 
p,p’ - DDT 

           58,06 
50,2 
28,3 

137,81 
77,46 
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concluíram que a provável fonte de efeito matriz são os sítios ativos do liner no 

injetor do GC.  Assim, para quantificação dos resíduos, padrões de calibração 

preparados em extrato da matriz devem sempre ser empregados (CHATTERJEE et 

al., 2016). 

Avaliou-se também o aumento da resposta cromatográfica gerada quando da 

preparação da curva em extrato da matriz. 

 Os resultados do aumento da resposta cromatográfica estão apresentados 

na Figura 34. 

 

 

Figura 34 - Porcentagem de aumento da resposta cromatográfica quando o analito é adicionado ao 
extrato da matriz para obtenção da curva analítica. 
Fonte: Os autores. 

 

Verifica-se na Figura 34 que quanto maior a concentração do analito na curva 

analítica, menor o aumento da resposta cromatográfica. Afere-se, portanto, que o 

efeito matriz é mais significativo quando os analitos estão em concentrações mais 

baixas. 

Nessa situação quando injetada a solução padrão dos analitos preparados em 

solvente puro, em baixa concentração, uma quantidade expressiva é retida na 

interface do liner, consequentemente uma pequena quantidade do analito é 

detectada (PINHO, 2009). 

 Quando os extratos são analisados apenas uma pequena parte dos analitos 

é retida. Isso ocorre porque a proporção de componentes matriz/analitos é muito alta 

e os interferentes são preferencialmente adsorvidos. Alguns compostos, se 
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preparados em solvente puro para obtenção da curva analítica, podem ainda ser 

degradados termicamente durante a injeção (PINHO, 2009), sendo o ideal seu 

preparo em extrato da matriz. 

 

5.3 APLICAÇÃO DO MÉTODO OTIMIZADO EM AMOSTRAS REAIS 

A aplicação do método proposto consistiu na análise de amostras 

comercializadas em supermercados da cidade de Ponta Grossa, Paraná e de 

amostras coletadas na represa de Alagados em Ponta Grossa, Paraná. 

Os resultados foram obtidos em um GC-ECD. Na Figura 35 é apresentado um 

cromatograma representativo desta etapa. 

 

Figura 35 – Cromatograma representativo de uma das amostras analisadas durante a aplicação do 

método desenvolvido. Nota: 1. Aldrin; 2. α-endosulfan; 3. p,p’-DDE; 4. β-endosulfan e 5. p,p’-DDT. 
Fonte: Os autores.  

 
A Tabela 14 apresenta os valores de contaminação obtidos em GC-ECD dos 

OCPs estudados em amostras de músculo de Tilápia e Lambari comercializados na 

cidade de Ponta Grossa. 
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Tabela 14 - Concentração dos OCPs em estudo em amostras de musculo de Tilápia e Lambari 
comercializados em Ponta Grossa, Paraná. 

 

Nota: T: músculo de Tilápia, L: músculo de Lambari. 1.2 e 3: indivíduos analisados. Valores seguidos da mesma 

letra não diferem estatisticamente ao nível de 95% através do teste de Scott Knott. 1. Aldrin 2. α-Endosulfan. 3. 

p,p-DDE, 4. β-Endosulfan, 5 . p,p-DDT. Fonte LMR: FAO, WHO, (2006). 

 

Conforme pode-se verificar na Tabela 14, as amostras de músculo de Tilápia 

analisadas pelo método proposto apresentaram contaminação por Aldrin (9,0 a 14,3 

µg/Kg-1), α-endosulfan (249,8 a 417,7 µgKg-1), β-endosulfan (44,8 a 447,8 µgKg-1), 

p,p’-DDE (12,8 a 68 µgKg-1) e p,p’-DDT (4,0 a 6,7 µgKg-1). 

Em Lambari uma amostra apresentou contaminação por Aldrin acima do LOQ 

(12,7 µg/Kg), α-endosulfan (199,5 a 247,3 μg/Kg), β-endosulfan (21,9 a 331 µg/Kg), 

p,p’-DDE (12,3 a 74,7 µg/Kg) e p,p’-DDT(5,7 a 10,4 µg/Kg). 

Dos OCPs analisados os únicos que foram detectados em concentrações 

acima do estipulado como LMR pela FAO/WHO (2006) foram o α e o β-Endosulfan 

em Lambari e Tilápia.   

Resultados semelhantes de contaminação por OCPs foram obtidos por Botaro 

et al., (2011) em uma pesquisa realizada em músculo de Tilápia de fazendas de 

peixe no Brasil. 

Verifica-se na Tabela 14 que o p,p’-DDE foi detectado em concentrações 

superiores ao p,p’-DDT.  A prevalência do p,p-DDE sobre o p,p-DDT é explicada 

pelo menor tempo de meia vida do p,p-DDT (8 meses) quando comparado ao tempo 

de meia vida do p,p-DDE (7 anos) (BOTARO et al., 2011). 

 Ezemonye et al., (2015) e Ogbeide; Tongo e Ezemonye (2015) também 

relataram maiores concentrações de endosulfan quando comparadas às 

 A1 (µgKg-1) A2 (µgKg-1) D3 (µgKg-1) B4 (µgKg-1) D5 (µgKg-1) 

T1 <LD                      417.6±11.7 a                         19.4± 2 b                        44.8±11 b                        6.0±0.3 a                         

T2 9.0±2.1 a                         371.5±8.7a                         12.8± 4.5b                        447.8±41.25 
a                         

6.7±1.3 a                         

T3 14.3±11.6 a                         249.8±8.9 b                        68.0±4.5 a                         389.5±19.5a                          4.0±2.9 a                         

L1 <LD                        202.2±1.4 b                        74.7±4 a                         331.0±4.2a                          5.7±0.6 a                         

L2 <LD                        199.5±1.9 b                        12.3± 4.9 b                        21.9±1.5b                         7.1±0.9 a                         

L3 12.7±4 a   247.3±2.6 b   17.3± 2.5 b  144.5±4.6b      10.4±2.2 a  

LMR 

(μgKg-1) 

200 100 5000 100 5000 
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concentrações determinadas de outros OCPs em amostras analisadas de músculo 

de Tilápia do Nilo. 

O pesticida endosulfan foi um dos últimos a entrar na lista de compostos 

proibidos para uso na agricultura, tendo essa proibição no Brasil entrado em vigor a 

partir de 31 de julho de 2013, sendo assim ainda é possível, como verifica-se neste 

estudo, encontrar níveis  destes compostos no meio ambiente, especialmente na 

biota. 

Esses resultados positivos para os OCPs em músculo de peixe 

comercializado mostram a necessidade de monitoramento dos resíduos destes 

compostos, pois essa contaminação gera grandes impactos ambientais e à saúde 

humana (MUNARETTO et al., 2013).  

Em vista do exposto anteriormente, espécimes de Lambari (Astianax 

altiparanae) foram coletados, suas massas e dimensões aferidas (Tabela 14) e seus 

tecidos (músculo, ovas e vísceras) separados. 

Na Tabela 15 são apresentadas as dimensões e massa dos espécimes 

analisados. 

 

Tabela 15 - Dimensões (cm) e massa corpórea dos indivíduos (Astianax altiparanae) coletados na 
represa de Alagados 

 
Indivíduos Comprimento (cm) Largura (cm) Massa corpórea (g) 

1 9,9 3 14,29 

2 10,2 2,7 15,15 

3 10,5 3 15,09 

4 10,3 2,8 14,91 

5 9,4 2,8 12,97 

6 10,2 3,1 17,14 

7 9,1 3 16,13 

8 9,5 2,8 11,93 

9 11 3,1 17,91 

10 10 2,7 13,77 

11 10,3 3,2 15,69 

12 10,9 3,2 17,27 

13 9,7 3 15,11 

14 10,3 3,1 16,84 

Fonte: Os autores. 

 

Os resultados das médias das concentrações de Aldrin, p,p’-DDT, p,p’-DDE, 

Dieldrin,  α-endosulfan e β-endosulfan estão apresentados nas Tabelas  16 a 18. 
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Na Tabela 16 são apresentadas as médias das concentrações dos OCPs em 

estudo em músculo de Lambari. 

Tabela 16 - Médias das concentrações dos OCPs em estudo em músculo de Lambari 
Peixe n° A1 (µg Kg-1) AE2(µg Kg-1) D3 (µg Kg-1) Di4 (µg Kg-1) B5 (µg Kg-1) D6 (µg Kg-1) 

1 <LOD 4,2 ± 0,7f 12,7 ± 11,9d <LOD 8,6 ± 2,2e 16,4 ± 8,4b 

2 <LOD <LOD <LOD <LOD 34,7 ± 21,8b 22,3 ± 0,2a 

3 <LOD <LOD <LOD <LOD 4,4 ± 2,7e <LOD 

4 <LOD <LOD <LOD <LOD 11,3 ± 9,8c 23,1 ± 13,1a 

5 <LOD <LOD <LOD <LOD 58,5 ± 28,7a <LOD 

6 <LOD 4,6 ± 1,3e 15,5 ± 8,7c <LOD 12,0 ± 3,5d <LOD 

7 8,3±0,5d <LOD 15,3 ± 3,3c <LOD <LOD <LOD 

8 <LOD <LOD <LOD <LOD 20,6 ± 8,9c <LOD 

9 <LOD 4,7 ± 0,3d 20,1 ± 1,7b <LOD <LOD <LOD 

10 <LOD 12,3 ± 3,4b 13,4 ± 2,6d <LOD 20,1 ± 9,1c 12,8 ± 11,6c 

11 <LOD <LOD 16,8 ± 0,2c <LOD <LOD <LOD 

12 9,1 ± 0,1c <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 

13 26,1± 0,2ª 18,9 ± 12a 40,2 ± 4,5a 45,60 ± 2,01a <LOD 20,7 ± 9,7a 

14 13,1 ± 5,7b 9,5 ± 4,4c 38,1 ± 9,1a <LOD 13,3 ± 2,9e 12,0± 8,7c 

LMR 

(μgKg-1) 

200 100 5000 200 100 5000 

Nota: 1. Aldrin 2. α-Endosulfan. 3. p,p-DDE, 4. Dieldrin, 5. β-Endosulfan, 6 . p,p-DDT.  

Fonte LMR: FAO, WHO, (2006). Valores seguidos da mesma letra não diferem estatisticamente ao nível 

de 95% através do teste de Scott Knott. 

 

É possível verificar na Tabela 16 que o músculo dos espécimes coletados 

apresentou contaminação por Aldrin (8,28 a 26,16 µg Kg-1), α-endosulfan (4,16 a 

12,3 µg Kg-1), p,p’-DDE (12,7 a 40,17 µg Kg-1), Dieldrin (45,6 µg Kg-1), β-endosulfan 

(8,58 a 58,54 µg Kg-1) e p,p’-DDT (12 a 23,1 µg Kg-1).  

Estes resultados estão abaixo do limite máximo de resíduos estipulado pela 

FAO, WHO (2006). Comparando-se os resultados de contaminação expostos nas 

Tabelas 14 e 16, verifica-se maiores contaminações nos músculos de peixes 

comercializados, ou seja, o local de origem desses peixes possuía, provavelmente, 

uma maior taxa de OCPs na água, gerando consequentemente uma maior 

bioacumulação destes compostos nos peixes. 

Dos OCPs determinados contata-se na Tabela 16 que o presente em maiores 

concentrações foi o p,p’-DDE. No entanto esses resultados são inferiores aos 

apresentados por Akan et al., (2013) que avaliaram músculo de peixe, de um lago da 

Nigéria, quanto à contaminação por OCPs, verificando a presença de p,p’-DDE 

(4320 µgKg-1), p,p’-DDT (2760 µgKg-1) e endosulfan (4810 µgKg-1). 
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Os resultados de determinação de OCPs em músculo de peixe se 

assemelham aos relatados por Barnhoorn et al., (2015), que detectaram p,p’-DDE, 

Aldrin e endosulfan em lagos da África do Sul. 

Na Tabela 17 tem-se a contaminação por OCPs nas ovas de Astianax 

altiparanae, coletado na represa de Alagados. 

Tabela 17 - Médias das concentrações dos OCPs em estudo em ovas de Lambari 
 

Nota: 1. Aldrin 2. α-Endosulfan. 3. p,p-DDE, 4. Dieldrin, 5. β-Endosulfan, 6 . p,p-DDT.  

Fonte: Os autores. Valores seguidos da mesma letra não diferem estatisticamente ao nível de 95% 

através do teste de Scott Knott. 
 

 

Verifica-se na Tabela 17 que as amostras de ovas de Lambari analisadas 

apresentaram contaminação por Aldrin (17,07 a 50,6 µgKg-1), α-endosulfan (3,4 a 

23,5 µgKg-1), p,p’-DDE (4,2 a 134,7 µgKg-1), Dieldrin (84,7 a 183,1 µgKg-1), β-

endosulfan (6,0 a 51,6 µgKg-1) e p,p’-DDT (56,6 a 286,8 µgKg-1).  

Ao se comparar os dados de contaminação por OCPs em ovas (Tabela 17) 

com os dados obtidos em músculo (Tabela 16) verifica-se uma maior concentração 

destes nas ovas. 

O percentual de gordura nos tecidos do peixe varia conforme a fase da vida 

em que ele se encontra. Na fase reprodutiva, quando há a produção das ovas, os 

lipídeos são mobilizados do fígado e principalmente, do músculo para as gônadas 

(CASTELL et al., 1972).  

Peixe n° A1 (µg Kg-1) A2(µg Kg-1) D3 (µg Kg-1) Di4 (µg Kg-1) B5 (µg Kg-1) D6 (µg Kg-1) 

1 <LOD 6,8 ± 3,8e 33,6 ± 0,06f 82,9 ± 11,5f 6,0 ± 0,91f 56,6 ± 26,9d 

2 <LOD 8,7 ± 2,5d 134,7 ± 68,9a <LOD 23,3 ± 6,7c <LOD 

3 <LOD 5,3 ± 1,5f 92,3 ± 28,6c 124,3 ± 20,5d 10,2 ± 0,9e <LOD 

4 <LOD 5,7 ± 0,2f 113,5 ± 0,2b 143,9 ± 0,1c 15,4 ± 0,1d <LOD 

5 <LOD 5,4 ± 0,6f 24,2 ± 0,3g 120,7 ± 49,9d 51,6 ± 0,1a <LOD 

6 <LOD <LOD 24,4 ± 0,5g 101,9 ± 21,6e <LOD 97,9 ± 12,2c 

7 30,8 ± 4,4d 3,4 ± 0,6g 4,2 ± 0,3i 98,5 ± 27,5e 10,3 ± 0,05e 67,7 ± 23,2d 

8 48,9 ± 1,9c 11,1 ± 3,8c 46,1 ± 0,1e 105,9 ± 31,6e 31,4 ± 5c 118,4 ± 0,8b 

9 <LOD 23,5 ± 15,0a 17,3 ± 4,9h 77,8 ± 19,9f 43,8 ± 11,7b 128,8 ± 0,4b 

10 17,07 ± 2,9e 20,0 ± 0,7a 61,0 ± 17,3d 183,1 ± 0,6a 6,8 ± 0,06f 129,3 ± 1,1b 

11 63,6 ± 9,6b 10,2 ± 0,3c 11,3 ± 0,1h 96,7 ± 0,1e 13,8 ± 0,2d <LOD 

12 50,6 ± 27,9c 8,8 ± 4,2d <LOD 89,2 ± 2,1f 35,8 ± 24,3c 123,0 ± 20,8b 

13 74,0 ± 23,0a 8,0 ± 1,1d <LOD 162,6 ± 70,5b 16,4 ± 3,8d 87,9 ±4 5,0c 

14 22,3 ± 6,4e 14,9 ± 0,2b <LOD 64,7 ± 1,4g <LOD 286,8 ± 5,6a 

LMR 

(μgKg-1) 

200 100 5000 200 100 5000 
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Na Tabela 18 tem-se as médias das concentrações dos OCPs em estudo em 

vísceras de Lambari.  

Tabela 18 - Médias das concentrações dos OCPs em estudo em vísceras de Lambari 

Peixe n° A1 (µg Kg-1) AE2(µg Kg-1) D3 (µg Kg-1) Di4 (µg Kg-1) B5 (µg Kg-1) D6 (µg Kg-1) 

1 72,5 ± 9,2b 37,0 ± 0,01a <LOD 193,5 ± 55,8a 39,1 ± 14,5e 89,2 ± 0,2a 

2 93,3 ± 0,1a <LOD <LOD 155,4 ± 0,5c <LOD <LOD 

3 32,4 ± 0,2f 33,0 ± 0,1a 110,0 ± 0,1d <LOD 21,0 ± 0,2f 52,3 ± 0,3b 

4 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 

5 10,8 ± 0,2g 8,7 ± 0,2d <LOD 61,8 ± 0,2f <LOD <LOD 

6 96,6 ± 0,3a 8,3 ± 0,1d <LOD <LOD <LOD <LOD 

7 93,8 ± 3,7a 35,4 ± 0,5a <LOD <LOD 23,1 ± 0,2f <LOD 

8 43,6 ± 0,1e 28,5 ± 0,1b 83,5 ± 0,1e 18,0 ± 0,1g 87,3 ± 0,7b <LOD 

9 <LOD <LOD <LOD <LOD 64,4 ± 1,2c <LOD 

10 <LOD <LOD <LOD 136,4 ± 0,3d 69,1 ± 2,3c <LOD 

11 66,0 ± 18,3c 31,2 ± 0,2b 185,5 ± 0,5b 179,0 ± 8,5b 63,5 ± 0,7c <LOD 

12 61,5 ± 7,0c 24,7 ± 0,1c 148,9 ± 2,5c 155,5 ± 50,2c 95,4 ± 16,3a <LOD 

13 55,2 ± 0,4d <LOD 209,2 ± 0,3a 137,7 ± 35,9d 56,8 ± 4,8d <LOD 

14 71,7 ± 18,1b 29,5 ± 0,7b 109,4 ± 0,5d 87,2 ± 0,3e 57,8 ± 1,0d 57,3 ± 15,2b 

LMR 

(μgKg-1) 

200 100 5000 200 100 5000 

Nota: 1. Aldrin 2. α-Endosulfan. 3. p,p-DDE, 4. Dieldrin, 5. β-Endosulfan, 6 . p,p-DDT.  

Fonte: Os autores. Valores seguidos da mesma letra não diferem estatisticamente ao nível de 95% 

através do teste de Scott Knott. 

 

Verifica-se na Tabela 18 que as amostras de vísceras de Lambari analisadas 

apresentaram contaminação por Aldrin (19,8 a 93,3 µgKg-1), α-endosulfan (8,3 a 37 

µgKg-1), p,p’-DDE (83,5 a 209,2 µgKg-1), Dieldrin(18 a 193,5 µgKg-1), β-endosulfan 

(21 a 95,4 µgKg-1) e p,p’-DDT (52,3 a 89,2 µgKg-1).  

Em diferentes estudos, maiores concentrações de OCPs foram obtidas em 

vísceras de peixe quando comparado ao músculo e demais tecidos (AKAN et al., 

2013; GUI et al., 2014) 

Dos pesticidas analisados, todos, exceto o p,p’-DDT, foram detectados em 

concentrações que variaram, de maneira geral, da seguinte forma: Vísceras > Ovas 

> Músculo, como pode-se verificar nas Tabelas 16-18. 

Ao se relacionar a contaminação do tecido com o tipo de OCP detectado foi 

possível obter o gráfico apresentado na Figura 36. 
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Figura 36 - Concentrações médias dos OCPs determinados em músculo, ovas e vísceras de Astianax 

altiparanae. 
Fonte: Os autores. 
 

As maiores médias de contaminação em vísceras foram obtidas para o 

pesticida p,p’-DDE (Figura 36). Nas vísceras temos órgãos como o fígado, rim, trato 

gastrointestinal entre outros órgãos. Alguns autores relatam que a acumulação é 

preferencial em órgãos como o fígado, baço, rim, trato gastrointestinal e gônadas 

quando comparado ao músculo (MIRANDA et al., 2008; AKAN et al., 2013; DANG et 

al., 2016). 

Zhao e colaboradores (2014), verificaram uma maior acumulação de OCPs 

em órgãos como fígado e rim de diferentes espécies de peixe, indicando que a 

ingestão de OCPs através da dieta foi a principal via de exposição aos compostos.   

Segundo os mesmos autores o músculo não é um tecido ativo, não 

acumulando tão efetivamente os OCPs. (ZHAO et al., 2014).  

A prevalência de p, p’-DDE nos tecidos analisados reflete a transformação 

metabólica de p,p’-DDT para p,p’-DDE em peixes. Verificou-se que 57,14% das 

amostras de músculo, 78,6% das de ovas e 42,9% das de vísceras apresentaram 

contaminação por p,p’-DDE em níveis detectáveis, embora esses valores estivessem 

abaixo do limite estipulado pela FAO e WHO (2006). 

 Já o OCP p,p’-DDT foi detectado em 42,9% das amostras de músculo,  

64,3% das amostras de ovas e 21,4% das amostras de vísceras em concentrações 

abaixo do limite estipulado pela FAO e WHO (2006). Atualmente uma das possíveis 

fontes de DDT, é a utilização do OCP Dicofol, o qual pode conter resíduos de DDT 

(ZENG et al., 2017). 
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As maiores médias de contaminação em músculo e ovas e uma das maiores 

em vísceras foram obtidas para o OCP Dieldrin, sendo que a concentração deste foi 

significativamente maior que a de Aldrin.  

Presume-se que há mais Dieldrin no ambiente em comparação com Aldrin, o 

que é ocasionado pelo fato de ocorrer facilmente a fotólise do Aldrin em Dieldrin no 

ambiente, além disso, o Aldrin é prontamente convertido em Dieldrin em tecidos 

vegetais e animais, sendo que esse é extremamente apolar e, portanto, tem 

tendência a adsorver fortemente em lipídios tais como gorduras animais e ceras de 

plantas (ATSDR, 2002). 

Matsumura (1985) aponta que o Dieldrin é um dos mais persistentes produtos 

químicos conhecidos. A bioacumulação do Dieldrin em tecido animal é devido à sua 

resistência à degradação e ao seu metabolismo. Semelhante ao DDT e seus 

metabólitos, o Dieldrin não é facilmente metabolizado em água e tem capacidade 

limitada de digestão e excreção pelo corpo, no entanto, é facilmente absorvido e 

transportado em todo o sangue de vertebrados e hemolinfa de invertebrados. 

O OCP Aldrin foi detectado em concentrações acima do LOD em 28,6% das 

amostras de músculo, 50% das amostras de ovas e 78,6% das amostras de 

vísceras, já o OCP Dieldrin foi detectado em concentrações superiores ao LOD em 

7,14% das amostras de músculo, 92,9% das amostras de ovas e 64,3% das 

amostras de vísceras. No entanto nenhuma das amostras extrapolou o limite 

máximo de resíduos para estes dois OCPS, que é de 200 µg Kg-1(FAO, WHO, 

2006). 

O OCP endosulfan foi detectado em 92,8% das amostras de ovas, 71,4% das 

amostras de vísceras e 64,3% das amostras de músculo de Astianax altiparanae, no 

entanto os valores estavam abaixo do valor estipulado pela WHO e FAO (2006) que 

é de 100 µg Kg-1.  

O pesticida endosulfan foi um dos últimos a entrar na lista de compostos 

proibidos para uso na agricultura no Brasil e sua proibição entrou em vigor a partir 

de 31 de julho de 2013. 

Verifica-se que podem ocorrer diferentes processos de acumulação dos 

OCPs nos diferentes tecidos, especialmente devido à composição de cada tecido e 

características estruturais, o que pode resultar em concentrações dos compostos 

químicos (CUI et al.,2015). Sabendo disso, fez-se uma avaliação da relação entre o 
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tipo de tecido analisado e a concentração de determinado OCP detectada neste 

tecido.  

Na Figura 37 é apresentada uma análise de componentes principais (PCA) 

que relaciona os fatores tipo de tecido e analitos detectados. 

 

     

Figura 37 - Gráfico de scores (a) e loadings (b) das amostras de peixe analisadas por PCA, uma 
correlação entre a contaminação e o tecido. Nota: vermelho: músculo, verde: ovas e roxo: vísceras. 
Fonte: Os autores. 
 

Como pode ser visualizado pelo agrupamento 1 destacado em A e em B 

(Figura 37), foi possível observar que o analito p,p’-DDT foi determinado em maior 

concentração nas ovas, quando comparado às vísceras.  

Isso ocorre provavelmente porque o p,p’-DDT é no trato gastrointestinal 

rapidamente metabolizado e convertido em p,p’-DDE (KWONG et al., 2008), no 

entanto parte deste composto não é metabolizada, sendo acumulada neste tecido, 

que durante a fase de desova, possui um maior acúmulo de lipídeos. 

Verifica-se ainda no agrupamento 2 (Figura 37A e 37B) que os analitos p,p’-

DDE e β-endosulfan foram detectados em maiores concentrações nas vísceras. 

Sob condições de anaerobiose o p,p’-DDT perde um cloro e se transforma em 

em p,p’-DDE (Huang et al., 2001). Alem disso, os peixes possuem a capacidade de 

metabolizar o DDT (Kwong et al., 2008). Esse fato justifica a maior concentração de 

p,p’-DDE nas vísceras.   É possível ainda visualizar na Figura 37A um terceiro 

agrupamento (3) do tecido músculo, nas quais as concentrações dos OCPs foram 

bem inferiores às dos demais tecidos.  

A B 

1 1 

2 2 3 
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Na Figura 38 é apresentada uma PCA que relaciona os fatores largura dos 

espécimes analisados com a concentração dos OCPs nos tecidos.  

 

Figura 38 - Gráfico de scores (a) e loadings (b) de amostras de peixe analisadas por PCA, uma 

correlação entre largura corporal e contaminação. Nota: vermelho: menores larguras corporais, verde: 

maiores larguras corporais.  
Fonte: Os autores. 

 

Na análise de componentes principais apresentada na Figura 38A (scores) é 

possível verificar a formação de um agrupamento destacado por S, onde estão 

concentradas 85,7% das amostras com as menores larguras corporais (vermelho). 

Avaliando-se a Figura 38B (loadings) verificou-se que os espécimes com a 

maior largura (verde) têm maiores concentrações dos analitos analisados. 

Presumivelmente este resultado relaciona-se com a quantidade de gordura corporal 

dos mesmos, ou seja, com uma maior largura corporal, há um maior depósito de 

gordura em seus tecidos favorecendo a bioacumulação dos OCPs.  

Além disso, pode ser um indicativo de um grau maior de maturação sexual 

dos espécimes, já que na fase final de maturação, antes da desova, o abdômen das 

fêmeas aumenta significativamente (TOWERS, 2014).  

O percentual de gordura nos tecidos do peixe varia conforme a fase da vida. 

Na fase reprodutiva os lipídeos são mobilizados do fígado e principalmente do 

músculo para as gônadas (CASTELL et al., 1972). 

Marcon e colaboradores (2017) verificaram que mesmo quando as ovas de 

peixes são expostas a OCPs mantém suas características fisiológicas, possibilitando 

a ocorrência da desova normalmente.  

No entanto, em um estudo, efeitos teratogênicos em larvas e embriões de 

linguado Psetta maxima foram observados em exposição à clorpirifós e dieldrin. 
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Ambos foram extremamente tóxicos para a espécie marinha, sendo as larvas mais 

sensíveis que os embriões. Além da mortalidade de embriões, foi relatada 

diminuição significativa no sucesso de eclosão, malformações, edema pericárdico e 

deformidades esqueléticas (MHADHBI e BEIRAS, 2012). 

Em outro estudo realizado em ovos de caranguejos na Argentina foi verificada 

uma alta concentração de p,p’-DDE e p,p’-DDT (MENONE et al., 2004), sendo assim 

estes compostos foram transferidos aos descendentes, mesmo antes do nascimento 

e contato com o ambiente contaminado. 

Os níveis residuais relativos mais baixos encontrados no músculo de Astianax 

altiparanae demonstraram que este tecido não é um alvo para o acúmulo dos OCPs 

em estudo (BALLESTEROS et al., 2011). 

O reservatório em estudo não está localizado próximo a locais onde o uso de 

OCPs é liberado. Bouwman et al., (2008) sugerem a deposição atmosférica como 

via potencial de contaminação por OCPs em ecossistemas aquáticos. 

 Além disso, o escoamento superficial como resultado de possível uso ilegal 

destes pesticidas nas áreas adjacentes também poderia ser fonte possível de 

contaminação (BORMAN et al., 2007). Segundo um Sindicato relacionado à 

produção de produtos de defesa agrícola no Brasil, apenas em 2011, as apreensões 

de pesticidas falsificados e contrabandeados chegaram a 55 toneladas. No período 

entre 2001 e 2011, foram apreendidas 452 toneladas (AIRES, 2018). 

A aplicação deste método propiciou a utilização de amostras de tecido dos 

peixes sem a necessidade de agrupamento de indivíduos, uma vez que a massa 

corporal média (Tabela 15) de uma das espécies analisadas (Astianax altiparanae) 

foi de 15,3 gramas. O agrupamento pode potencialmente ocultar a variância e dar 

uma falsa confiança em relação à significância dos dados (ZHANG e GANT, 2005).  

Portanto, os resultados obtidos demonstram que o método é adequado para 

determinação de OCPs em tecidos de peixe, possibilitando uma avaliação criteriosa 

da contaminação ambiental de maneira individual, sendo esta característica 

promissora principalmente na área toxicológica.  
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5.4 AVALIAÇÃO DE RISCO PARA A SAÚDE HUMANA 

Os níveis de OCPs detectados nas amostras não excederam os limites 

máximos de resíduos (LMR) impostos pela WHO e FAO (2006), como demonstrado 

anteriormente. Com base nas médias das concentrações dos OCPs detectados, 

uma avaliação de risco foi realizada.  

Na Tabela 19 são apresentados os dados referentes à avaliação de risco 

aplicada às amostras comerciais  

Tabela 19 - Ingestão diária estimada (EDI) (ng kg−1d−1) e quociente de risco (HQs) calculado baseado 
nos percentis 50 e 95 da media das concentrações dos OCPs (ng g−1ww) detectadas em músculo de 
Lambari e Tilápia comercializados em Ponta Grossa.. 
 

 Tilápia Lambari 

Analitos  ADI  

(ng Kg -1 d-1) 

50th (95th)  

EDI percentil 

50th (95th) 

HQ percentil 

(10−3) 

50th (95th)  

EDI 

percentil 

50th (95th) HQ 

percentil (10−3) 

A1 100 7,4 (11,8) 74,3 (117,5) 0 (10,4) 0 (104,3) 

AE2 6000 305,3 (343,2) 50,8 (57,2) 166,2(203,3) 27,7 (33,8) 

D3 10000 15,9(61,4) 1,5 (6,1) 14,2(61,4) 1,4(6,1) 

BE4 6000 320,1 (368,0) 53,3(61,3) 118,8(272,0) 19,8(45,3) 

D5 10000 4,9(5,5) 0,5(0,5) 5,8(8,5) 0,5(0,8) 

Fonte: Os autores.Nota: A1. Aldrin, AE2. α-endosulfan, D3. p,p’-DDE, BE4. β-endosulfan, D5. p,p’-DDT. 

 

Ao se avaliar os dados apresentados na Tabela 19 verifica-se que nenhum 

valor de percentil (50th e 95th) de ingestão diária estimada (EDI) para Lambrai e 

Tilápia foi superior ao valor de ingestão diária aceitável (ADI) estipulada pela USEPA 

(1991). 

Os valores de quociente de risco (HQ) apresentados na Tabela 19 estão 

abaixo do limite (0,2) estabelecido pela Health Canada (2004), indicando que com a 

ingestão destes peixes a saúde do consumidor estaria sujeita a um risco 

insignificante (BUAH-KWOFIE et al., 2018). 

Na Tabela 20 são apresentados os dados referentes à avaliação de risco 

aplicada às amostras coletadas na represa de Alagados. 
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Tabela 20 - Ingestão diária estimada (EDI) (ng kg−1d−1) e quociente de risco (HQs) calculado baseado 
nos percentis 50 e 95 da media das concentrações dos OCPs (ng g−1ww) detectadas em músculo, 
ovas e vísceras de Astianax altiparanae. 

 Músculo Ovas Vísceras 

Analitos  ADI  

(ngKg-1d-1) 

50th (95th)  

EDI 

percentil 

50th 

(95th) HQ 

percentil 

(10−3) 

50th (95th)  

EDI 

percentil 

50th (95th) 

HQ 

percentil 

(10−3) 

50th (95th)  

EDI percentil 

50th (95th) 

HQ 

percentil 

(10−3) 

A1 100 9,2 (19,9) (9) (91) 40,2 (58,3) 402 (585) 54,3 (79,2) 542 (792) 

AE2 6000 5,8 (14,2) 0,9 (2,3) 7,1 (17,6) 1,1 (2,9) 24,2 (29,9) 4,0 (4,9) 

D3 10000 13,3 (32,4) 1,3 (3,2) 27,6 (102) 2,7 (10,1) 106,4 (167) 10,6(16,7) 

Di4 100 37,5 (37,5) 374 (374) 85,4 (139,5) 853 (1390) 113,1 (154,3) 1131 (1543) 

BE5 6000 10,9 (40,3) 1,8 (6,7) 13,1(38,9) 2,1 (6,4) 49,8 (75,4) 8,3 (12,5) 

D6 10000 15,2 (18,8) 1,5 (1,8) 97,3 (184) 9,7 (18,4) 47,1 (70,7) 4,7 (7,0) 

Nota: EDI foi comparado com o ADI USEPA(1991). Valores de HQ em negrito excederam o limite 
estipulado pelo guia Health Canada (2004). A1. Aldrin, AE2. α-endosulfan, D3. p,p’-DDE, Di4. Dieldrin,  
BE5. β-endosulfan, D6. p,p’-DDT. 
Fonte: Os autores. 

 

Os dados apresentados na Tabela 20 demonstram que exceto para o OCP 

Dieldrin, os demais OCPs estudados estavam presentem em concentrações abaixo 

dos valores de ADI (USEPA, 1991). 

Os valores de quociente de risco (HQ) calculados revelaram que o Dieldrin 

nas amostras de músculo, ovas e vísceras foi detectado em concentrações que 

excederam o valor limite (0,2) estabelecido pela Health Canada (2004). 

Ou seja, neste caso há a necessidade de uma avaliação de risco detalhada 

adicional ou realização de medidas de gerenciamento de riscos indicando a 

necessidade de um estudo detalhado da avaliação de risco nessa população 

(HEALTH CANADA, 2004). 

Os valores de HQ para o Aldrin, apresentados na Tabela 20 excederam o 

valor de 0,2 somente nas amostras de ovas e vísceras. Esses dados indicam 

possíveis riscos para a saúde associados com o consumo de Astianax altiparanae, 

embora seja necessária uma avaliação de risco mais detalhada para verificar o 

impacto provável na saúde humana. 

Outros estudos realizados com tecidos de peixes obtiveram resultados 

semelhantes relacionados ao risco do Dieldrin e Aldrin para a saúde humana 

(BUAH-KWOFIE et al., 2018; Gerber et al., 2016; Barnhoorn et al., 2015), 

demonstrando que a contaminação por estes compostos é um problema atual e 

global. 
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Os riscos aqui avaliados não trazem alterações imediatas aos consumidores, 

no entanto, as estimativas de risco apresentadas representam uma avaliação 

preliminar do aumento da suscetibilidade à intoxicação pelo consumo destas 

espécies. 

Os dados de contaminação aqui apresentados, não só refletem a 

disponibilidade de OCPs para absorção biológica dentro da área de estudo e de 

amostras comerciais, mas também fornecem uma indicação das concentrações que 

os seres humanos podem estar expostos da ocasião da ingestão.  
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6. CONCLUSÕES 

 

O método proposto é simples e rápido de executar e permite a extração de 

OCPs de tecido de peixe, realizando várias extrações de maneira conjunta. A sua 

principal vantagem se encontra no uso de pequena quantidade de amostra (0,5g), 

fato este que permite o uso de tecidos de espécies de pequena massa corporal 

(menor que 10g, p.ex.), além disso, exige o uso de pequeno volume de solvente 

(9,2mL), massa de sorventes (0,1g de PSA e 0,023g de C18) e de somente uma 

etapa de extração, gerando economia no consumo destes reagentes. 

Demonstrou ser satisfatório na extração dos OCPs através dos testes de 

recuperação (77,3 a 110,8%) e precisão (3,4 a 12,6%), alcançando adequados 

LOQs (0,8 a 9,6 µg Kg-1) e seletividade. Verificou-se a presença de efeito matriz 

para os OCPs analisados, sendo necessária a obtenção da curva analítica em 

extrato da matriz, minimizando esse efeito.  

A aplicação do método otimizado para extração de OCPs em tecidos de peixe 

em amostras reais mostrou um desempenho satisfatório. Os resultados provaram 

que o método é adequado para a utilização em análise de rotina para a 

determinação de resíduos de OCPs tecidos de peixe. 

Verificou-se que as amostras comerciais de músculo de Tilápia e de Lambari 

adquiridas na cidade de Ponta Grossa possuem contaminação pelos OCPs Aldrin 

(9,0 a 12,7 µg Kg-1), p,p’-DDE (12,3 a 68,0 µg Kg-1), p,p’-DDT (4,0 a 10,4 µg Kg-1), α-

endosulfan (199,5 a 417,6 µg Kg-1), e β-endosulfan (21,9 a 447,8 µg Kg-1), no 

entanto essas concentrações estão abaixo dos limites máximos de resíduos 

estipulados pela legislação.  

Verificou-se também que os tecidos (ovas, músculo e vísceras) de espécimes 

de Lambari coletados no reservatório de Alagados a apresentaram contaminação 

pelos OCPs Aldrin (8,28 a 96,0 µg Kg-1), Dieldrin (18,0 a 193,5 µg Kg-1), α-

endosulfan (3,4 a 37,0 µg Kg-1), β-endosulfan (4,43 a 95,4 µg Kg-1), p,p’-DDT (12,0 a 

286,8 µg Kg-1)e p,p’-DDE(4,2 a 209,2 µg Kg-1 ), no entanto estas concentrações 

estavam do limite máximo de resíduos estipulado para cada OCP. 

Avaliando-se comparativamente os tecidos analisados verificou-se que a 

contaminação pelos OCPs se concentra prioritariamente nas vísceras e ovas, devido 
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principalmente às características destes tecidos em relação ao teor de gorduras, o 

que propicia uma maior bioacumulação. 

A presença de OCPs em ovas de peixe é algo considerado preocupante visto 

que pode gerar nos novos indivíduos alterações significativas em seu metabolismo 

implicando, possivelmente, em um impacto para a espécie em estudo no 

reservatório de Alagados. 

Ao se realizar uma avaliação de risco verificou-se que para as amostras 

comerciais de músculo de Tilápia e Lambari os índices EDI (abaixo do IDA para 

cada OCP) e HQ (<0,2) estiveram dentro da faixa em que o consumo do alimento 

não gera riscos ao consumidor.  

Já na avaliação de risco das amostras coletadas no reservatório de Alagados, 

para os OCPs Aldrin e Dieldrin o HQ calculado foi acima do estipulado por órgãos 

internacionais (>0,2) indicando que estas concentrações podem ao longo do tempo 

gerar efeitos adversos para a saúde dos consumidores destes peixes. 
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