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RESUMO 

 

Os retardantes de chama organofosforados (OPFRs) são utilizados na fabricação de 

eletrônicos, têxteis, móveis, materiais de construção e formulações químicas. Porém, estudos 

recentes indicam que alguns destes compostos podem causar câncer, problemas endócrinos, 

hormonais, problemas na reprodução, entre outros. A presença de OPFRs já foi confirmada 

em várias matrizes como água, poeira, solo, tecidos de animais e nos alimentos. Os alimentos 

podem ser contaminados por OPFRs durante o cultivo e através da cadeia alimentar, e no 

caso de alimentos industrializados, pelo contato com os plastificantes durante o processo de 

produção, empacotamento e armazenamento. O objetivo do presente estudo foi desenvolver 

e aplicar um método de análise para determinação de OPFRs em arroz, feijão, leite e 

composto lácteo a fim de estimar a exposição humana através da dieta. O método baseia-se 

em extração QuEChERS e análise por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de 

massas (GC-MS). Foram realizados testes para estimar a recuperação dos OPFRs na matriz 

de leite fluido integral bovino utilizando QuEChERS tradicional e modificado. Foi feita a 

partição à baixa temperatura na etapa de extração, e na etapa de clean-up foram avaliados 

os cartuchos C18 e HLB, e C18 bulk. Por fim, foi testado o enxágue dos adsorventes PSA+C18  

com acetonitrila, diclorometano e acetato de etila após a extração em fase sólida dispersiva 

(d-SPE). Os melhores resultados foram obtidos com o uso de C18 + PSA na etapa de d-SPE, 

e o uso de acetato de etila para enxágue destes adsorventes após o clean-up. A partir dos 

dados obtidos, foram realizados três diferentes curvas, sendo: a curva utilizando solvente, 

curva utilizando o extrato do branco de procedimento e curva utilizando o extrato da matriz 

(arroz, feijão, leite integral bovino e composto lácteo). Segundo os dados obtidos, as curvas 

preparadas utilizando o extrato da matriz apresentaram melhor performance para todas as 

matrizes de estudo. Por fim, foi avaliada a concentração nas amostras reais para cada 

alimento e foram detectados os compostos TNBP, TCIPP, TDCIPP, TPHP, TBOEP, EHDPHP 

e TEHP, e realizada uma estimativa preliminar da ingestão diária dos OPFRs para a 

população brasileira (homens e mulheres). Foi observado uma maior exposição aos 

compostos TPHP (35 ng/Kg/dia e 24,2 ng/Kg/dia para homens e mulheres, respectivamente) 

e TBOEP (55 ng/Kg/dia e 35 ng/Kg/dia para homens e mulheres, respectivamente) pelos 

alimentos de arroz e feijão, porém nenhum dos OPFRs excederam os valores de referência. 

Contudo, mais estudos são considerados necessários para uma completa avaliação da 

exposição humana a esses compostos através da via alimentar, incluindo maior número de 

amostras e outros alimentos consumidos pela população brasileira. 

Palavras-chave: QuEChERS, OPEs, Avaliação de risco, Contaminantes em alimentos, GC-

MS 



 

 

ABSTRACT 

 

Organophosphorus flame retardants (OPFRs) are used in the manufacture of electronics, 

textiles, furniture, building materials and chemical formulations. However, recent studies 

indicate that some of these compounds can cause cancer, endocrine and hormonal problems, 

reproductive problems, among others. The presence of OPFRs has already been confirmed in 

several matrices such as water, dust, soil, animal tissues and food. Food can be contaminated 

by OPFRs during cultivation and through the food chain, and in the case of processed food, 

through contact with plasticizers during the production, packaging and storage process. The 

aim of the present study was to develop and apply an analytical method for the determination 

of OPFRs in rice, beans, milk and dairy compounds in order to estimate human exposure 

through diet. The method is based on QuEChERS extraction and analysis by gas 

chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). Tests were carried out to estimate 

the recovery in the bovine whole milk matrix using traditional and modified QuEChERS. 

Partition at low temperature was performed after the extraction step, and C18 cartridge, HLB 

cartridge, and C18 bulk were evaluated in the clean-up step. Finally, the rinsing of PSA+C18 

adsorbents with acetonitrile, dichloromethane and ethyl acetate after dispersive solid phase 

extraction (d-SPE) was tested. The results obtained showed better results with the use of C18 

+ PSA in the d-SPE step, and the use of ethyl acetate to rinse these adsorbents after the clean-

up. From the data obtained, three different curves were performed, namely: the curve using 

pure solvent, the curve using the procedural blank extract and the curve using the matrix 

extract (rice, beans, whole fluid bovine milk and dairy compounds). According to the data 

obtained, the curves prepared using the matrix extract presented better performance for all 

studied matrices. Finally, the concentration in real samples for each food matrix was evaluated 

and the compounds TNBP, TCIPP, TDCIPP, TPHP, TBOEP, EHDPHP and TEHP were 

detected. A preliminary estimate of the daily intake of OPFRs for the Brazilian population (men 

and women) was performed. A greater exposure to TPHP (35 ng/kg/day and 24.2 ng/kg/day 

for men and women, respectively) and TBOEP (55 ng/kg/day and 35 ng/kg/day for men and 

women, respectively) compounds by consumption of rice and bean was observed, but no 

OPFRs exceeded the reference values. However, more studies are considered necessary for 

a complete human exposure assessment to these compounds by diet, including a greater 

number of samples and other food consumed by the Brazilians. 

 

Keywords: QuEChERS, OPEs, Risk assessment, Contaminants in food, GC-MS 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Devido às preocupações cada vez maiores com relação aos efeitos da poluição 

na saúde humana, os ésteres organofosfatos vêm sendo utilizados como alternativas 

de substituição aos retardantes de chama bromados (do inglês Brominated Flame 

Retardants, BFRs), como os éteres difenílicos polibromados (PBDEs) e o 

hexabromociclododecano (HBCDD) (TRABALÓN et al., 2017). Os PBDEs foram 

eliminados do mercado de forma gradual ao serem listados como poluentes orgânicos 

persistentes (POPs) (UNEP, 2017). Como consequência, para substituir os PBDEs, 

houve um aumento na utilização dos retardantes de chama organofosforados (do 

inglês, Organophosphate Flame Retardants, OPFRs) para substituir os PBDEs 

(IQBAL, 2017). 

Os OPFRs são utilizados como retardantes de chama em uma variedade de 

produtos, como plásticos, têxteis, móveis, eletrônicos, na construção civil e produtos 

domésticos (MARKLUND et al., 2003). Estes compostos são também utilizados como 

plastificantes e agentes antiespumante (VAN DER VEEN; DE BOER, 2012). Em razão 

das vantagens que os OPFRs oferecem por suas características físico-químicas, que 

serão descritas nesta dissertação, o seu consumo global teve um aumento de 680.000 

toneladas em 2015 (WANG et al., 2019). Porém, geralmente os OPFRs não são 

ligados quimicamente aos produtos, sendo liberados para o ambiente por meio de 

fenômenos físicos como volatilização, lixiviação e/ou abrasão (CAO et al., 2013). 

Devido à exposição humana a OPFRs, estudos vêm avaliando os riscos à saúde 

humana decorrentes desta exposição. Alguns desses estudos apontam potenciais 

problemas no sistema imunológico, neurológico, endócrino, reprodutivos e fator de 

risco para câncer (CHUPEAU et al., 2021; BEKELE et al., 2021).   

Assim, os OPFRs já foram encontrados em diversas matrizes ambientais como 

sedimentos (LEE et al., 2018), água (CRISTALE et al., 2013; LAI et al., 2019), ar 

(GRAVEL et al., 2019), poeira (HOFFMAN et al., 2015), solos (WAN et al., 2016), além 

de tecidos humanos (LI et al., 2019) e alimentos (POMA et al., 2017; POMA et al., 

2018, ZHANG et al., 2020). Os alimentos podem ser contaminados por meio da cadeia 

alimentar (ZHANG et al., 2016) e durante o processamento e armazenamento ao ter 

contato com os OPFRs (POMA et al., 2018). 
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  Estes estudos são importantes pois demonstram a urgência em avaliar a 

presença de OPFRs em alimentos, sobretudo os mais consumidos, já que a ingestão 

alimentar é uma das vias de exposição a OPFRs (POMA et al., 2017).  

No Brasil, o arroz é um dos alimentos mais consumidos no país (76,1% de 

consumo em relação a outros alimentos) (IBGE, 2017-2018).  Não apenas no Brasil, 

o arroz faz parte da alimentação básica e da nutrição de milhões de pessoas no mundo 

(SCHMIDT, 2015; ZHANG et al., 2010). Além do arroz, o feijão também é um dos 

alimentos mais consumidos no Brasil, equivalente a 60% (IBGE, 2017-2018). Quanto 

ao consumo de leite no Brasil, em 2017, o brasileiro consumiu 175 kg de leite 

correspondente a 480 g/hab/dia, ou 2 porções diárias de leite/pessoa/dia (SIQUEIRA, 

2019). Em 2018, teve um faturamento de R$ 68,7 bilhões, sendo o segundo segmento 

mais importante da indústria de alimentos brasileira, estando atrás do setor de 

derivados da carne (SIQUEIRA, 2019). Há uma estimativa que em 2025 o Brasil 

produzirá 47,5 milhões de toneladas de leite (VILELA et al., 2017).   

Alguns estudos já determinaram a presença de OPFRs em arroz obtidos 

diretamente do cultivo, e no estudo de Zhang et al. (2016) observaram uma média de 

69,9 ng g-1. Assim como o arroz, também já foi determinado a presença de OPFRs em 

leite (ZHAO et al., 2019; POMA et al., 2018; DING et al., 2018; WU et al., 2017). Poma 

et al. (2018) encontraram uma concentração média de 0,51 ng g-1 de OPFRs em leite 

bovino enquanto que, para o mesmo tipo de analito e matriz, Zhao et al. (2019) 

encontraram uma concentração média de 1,51 ng g-1. Porém, não foram encontrados 

estudos que determinaram a presença dos OPFRs em feijão. No Brasil, não há dados 

sobre a presença destes compostos nestes alimentos, fato que motivou este estudo a 

desenvolver um método analítico e gerar dados sobre a exposição humana a OPFRs.  

 

 OBJETIVO GERAL 

 

Desenvolver um método analítico para a determinação de OPFRs em alimentos 

de origem vegetal e animal de elevado consumo no Brasil, e avaliar a exposição 

humana a estes compostos através do consumo alimentar. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 



14 
 

 
 

●  Otimizar um método baseado em QuEChERS  para a determinação de OPFRs 

em arroz, feijão, leite líquido integral bovino e composto lácteo utilizando 

Cromatografia Gasosa acoplada à Espectrometria de Massas (GC-MS); 

● Determinar a concentração de OPFRs nas matrizes de estudo; 

● Estimar os valores de ingestão diária dos OPFRs para mulheres e homens. 

 

2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 HISTÓRICO E CARACTERÍSTICAS QUÍMICAS DOS RETARDANTES DE 

CHAMAS 

 

Os retardantes de chama têm por finalidade retardar ou inibir a chama no 

processo de queima dos materiais (MARTINS et al., 2013). Essa prática é antiga e 

vem sendo utilizada desde 450 a.C pelos egípcios para reduzir a inflamabilidade da 

madeira e também por romanos em 200 a.C que utilizavam alume e vinagre para a 

mesma finalidade (WHO, 1997). Devido ao grande uso de materiais poliméricos 

inflamáveis, há uma ampla utilização dos retardantes de chama (PESTANA, 2008).  

Na década de 1990, já existiam mais de 175 produtos para retardar a chama, 

sendo classificados em grandes grupos como: inorgânicos (hidróxidos de alumínio, 

antimônio e estanho), orgânicos halogenados (clorados e bromados) e 

organofosforados (WHO, 1997).  

Os retardantes de chama halogenados são à base de clorados e bromados  e 

representam em 31% da produção mundial (PIERONI et al., 2017). A eficiência do 

retardante de chama halogenado  varia com o halogênio, sendo que o bromo é mais 

eficaz que o cloro por possuir ligações mais fracas com o carbono, permitindo interferir 

em um ponto mais favorável no processo de combustão (LAOUTID et al., 2009; 

SINGH; JAIN, 2008). Sendo muito utilizados o tris (1,3-dicloro-2-propil) fosfato 

(TDCIPP), (2-cloroetil) fosfato (TCEP); tris (1-cloro-2-propil) fosfato (TCIPP) (BAYEN 

et al., 2006). 

Os PBDEs foram retirados do mercado em meados de 2000 depois de sua 

inclusão na lista de Poluentes Orgânicos Persistentes da Convenção de Estocolmo ( 

POPs) (FROMME et al., 2015; UNEP, 2017). Os OPFRs têm sido utilizados como 

substitutos dos PBDEs em diversas aplicações (IQBAL, 2017). 
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Os retardantes de chama organofosforados se dividem em três principais 

grupos, sendo eles: inorgânicos, orgânicos e halogenados. Os inorgânicos são 

comumente utilizados como fósforo vermelho e amônio-polifosfato; os orgânicos 

possuem em sua estrutura molecular grupos ésteres, fosfonatos ou fosfinatos; e os 

halogenados, que possuem principalmente cloro ou bromo e componentes fosforados 

na molécula (VAN DER VEEN; DE BOER, 2012).   

 

2.2 RETARDANTES DE CHAMA  E PLASTIFICANTES ORGANOFOSFORADOS 

 

Os OPFRs são usados em diversas aplicações, como TCIPP, TDCIPP e TCEP, 

em  espumas de poliuretano para retardar a chama.  O tris (2-butoxietil) fosfato 

(TBOEP), trifenil fosfato (TPHP),  2-etilhexil difenil fosfato (EHDPHP), TDCIPP,  trimetil 

fenil fosfato (TMPP),  tributil fosfatos ( iso- (TIBP) e n-isômero (TNBP)) e TBOEP são 

usados como plastificantes, lubrificantes, em concretos, de forma predominante 

(MEYER; BESTER, 2004; ANDRESEN et al., 2004; VAN DER VEEN; BOER, 2012; 

WEI et al., 2015). As informações de Coeficientes de Partição Octanol-água (LogKow), 

solubilidade em água e a fórmula molecular sobre os OPFRs estão descritas na 

Tabela 1. 

Os OPFRs têm diversas propriedades físicas e químicas, e abrangem uma 

ampla faixa de polaridade. O Log Kow indicam o potencial de bioacumulação do 

composto (PANTELAKI; VOUTSA, 2019).   

Foi relatado que os valores de Log Kow estão associadas à letalidade e 

toxicidade no desenvolvimento em embriões de peixe-zebra  (DISHAW et al., 2014). 

Os OPFRs possuem uma boa solubilidade em água e por isso são relatados como 

contaminante onipresentes, consequentemente se acumulam facilmente no arroz e 

vegetais através da água e do solo (ZHANG et al., 2016). 

Os OPFRs são adicionados aos materiais poliméricos por meio de mistura 

física e não são ligados quimicamente, por isso eles são liberados para o meio 

ambiente por volatilização, lixiviação, abrasão e dissolução durante o seu ciclo de vida 

(PANG et al., 2017).  
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Tabela 1: Propriedades físico-químicas de 10 OPFRs.  

Fonte: Greaves et al. (2016);  Van Der Veen; de Boer (2012). 

  

Composto Nome do 
composto 

Log 
Kow 

Solubilidade 
em Água 
(mg L-1) a 

25°C 

Fórmula molecular 
  

Alquil-
OPFRs 

TiBP tributil fosfato 3,5 475,57 C12H27O4P 

TnBP tris(butil)fosfato  3,82 280 C12H27O4P 

  
TEHP tris (2-ethilhexil) 

fosfato  9,49 0,6 C24H51O4P   
  

Aril-OPFRs 

TPhP tris(fenil) fosfato  4,7 1,9 C18H15O4P 

TMPP trimetil fenil 
fosfato  6,34 0,1 C21H21O4P 

Cloroalquil-
OPFRs 

TCEP (2-cloroetil) 
fosfato  1,63 7000 C6H12Cl3O4P 

TCIPP tris (1-cloro-2-
propil) fosfato  2,89 51,85 C9H18Cl3O4P 

TDCIPP tris (1,3-dicloro-
2-propil) fosfato  3,65 7 C9H15Cl6O4P 

Híbridos-
OPFRs 

TBOEP tris (2-butoxietil) 
fosfato 3,00 1100,00 C18H39O7P 

EHDPHP 2-etilhexil difenil 
fosfato 6,30 1,90 C20H27O4P 
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O mecanismo de ação retardante de chama dos OPFRs baseia-se na formação 

de  radicais livres ativos (PO2 • ; PO• e HPO•) que  captam os radicais H• e OH• e 

catalisam a recombinação de átomo de H nas moléculas de H2 (SCHARTEL, 2010).  

Muitos desses retardantes de chama são encontrados em níveis relativamente 

altos em ambientes internos, externos, e em humanos (MITRO et al., 2016), pois são 

expostos a esses produtos químicos diariamente podendo causar riscos à saúde 

(BAJARD et al., 2019). 

Estudos atuais já demonstram a presença de OPFRs em vários 

compartimentos ambientais, como ar, água superficial, poeira, alimentos, sedimentos 

e solo (CHEN et al., 2019; CRISTALE et al., 2020; GIULIVO et al., 2017; WANG; 

KANNAN, 2018; LEE et al., 2018; LI et al., 2014; PERSSON et al., 2018; SHA et al., 

2018; WANG et al., 2018; YADAV et al., 2019; ZHA et al., 2018). Em alimentos já 

foram encontradas em peixes / frutos do mar, carnes, laticínios, gorduras, óleos, 

grãos, arroz, queijo, cereais, açúcar / doces, vegetais e bebidas (DING et al., 2018; 

HE et al., 2018; POMA et al., 2018; WANG; KANNAN, 2018; ZHANG et al., 2016).  

Na China, foi relatado concentrações médias de OPFRs mais altas em 

alimentos processados do que em alimentos não processados (ZHAO et al., 2019). 

Embora muitos alimentos, como carne, cereais e leite, podem ser contaminados 

durante as etapas de produção ou armazenamento e alimentos como peixes, que 

geralmente são consumidos frescos, podem bioacumular OPFRs por meio da dieta ou 

via membranas branquiais (LI et al., 2019). 

 Além das amostras ambientais, foram detectados em cabelos humanos, 

unhas, urina e leite materno (HE et al., 2018; LIU et al., 2016;  SUNDKVIST et al., 

2010), sendo as vias de exposição humana a OPFRs a respiração, ingestão de poeira, 

absorção dérmica  e ingestão de alimentos (POMA et al., 2017). 

Apesar dos benefícios dos OPFRs em evitar incêndios, a Agência de Proteção 

Ambiental Estadunidense (EPA) alerta sobre os malefícios à saúde humana e dos 

animais, devido ao uso de forma ampla desses retardantes de chama em produtos 

eletrônicos, veículos e espumas de poliuretano, pois alguns destes compostos são  

persistente no meio ambiente (US EPA, 2016), e foram caracterizados como 

contaminante ambiental de interesse emergente (IQBAL et al., 2017). 
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2.3 TOXICIDADE  DOS OPFRs 

 

Estudos vêm constatando efeitos adversos à saúde humana incluindo 

carcinogenicidade, genotoxicidade, cardiotoxicidade, dermatites e problemas de 

reprodução (WEI et al., 2015; SHEN et al., 2019; MCGEE et al., 2013; LI et al., 2015). 

De modo específico, quanto aos distúrbios associados à exposição ao TCEP incluem-

se citotoxicidade (TA et al., 2014), neurotoxicidade (MOSER et al., 2015) e aumento 

do risco de câncer na tireoide (MUGHAL; DEMENEIX, 2017).  

Vários estudos mostraram que o TPHP provoca efeitos tóxicos no 

desenvolvimento embrionário (DU et al., 2015; ISALES et al., 2015), metabolismo de 

lipídios (DU et al., 2016), problemas tireoidianos (LIU et al., 2013; KIM et al., 2015) e 

neurotoxicidade (JAREMA et al., 2015). Quanto à neurotoxicidade, foi constatado que 

o TNBP induz problemas neurológicos em larvas de peixe-zebra (SUN et al., 2016). 

An et al. (2016) utilizaram altas concentrações de TPHP, TBOEP e TCIPP e 

constaram que esses OPFRs induzem toxicidade celular em várias linhagens 

celulares, enquanto  que WANG et al. (2015) descobriram que larvas fêmeas de peixe-

zebra expostas a TDCIPP até a idade adulta reduziram os níveis de dopamina e 

serotonina. 

 Quanto ao EHDPHP, Schang et al. (2016) constataram problemas endócrinos 

em camundongos, sendo que pode alterar os níveis de hormônio tiroxina (T4) 

produzido na tireóide (PRESTON et al., 2017) e no estudo de Behl et al. (2015) 

constaram efeitos neurotóxicos em ensaios in vitro. Portanto, devido a esses 

problemas constatados em diversos estudos, torna-se necessário estar atento aos 

efeitos adversos à saúde e ao nível de exposição humana (CHEN et al., 2018). 

 

 2.4 EXPOSIÇÃO HUMANA - ESTIMATIVA DIÁRIA DE INGESTÃO (EDI) DE OPFRs 

  

Para estimar o consumo diário de OPFRs por meio da ingestão alimentar, 

autores como Wang et al. (2018), Liu et al. (2019), Zhao et al. (2019), Zhang et al. 

(2016) e Ding et al. (2018) têm feito a estimativa diária de ingestão dos OPFRs (EDI) 

relacionando: o peso corporal da população humana (local onde o estudo é realizado), 

a concentração de OPFRs determinada nos alimentos e o consumo per capita diário 

do alimento de estudo, baseado na Equação 1: 



19 
 

 
 

Equação 1:    EDI= Σni =1 
þ� � þ��ý�  

 

Sendo que, 

Ci: Concentração média dos OPFRs encontrados nos alimentos; 

CFi: Consumo per capita diário dos alimentos correspondente em g dia-1; 

BW: Peso corporal médio em Kg da população correspondente. 

 

Partindo desses cálculos, quando determinada a concentrações de OPFRs 

nesses alimentos, é possível estimar a ingestão desses compostos por meio da 

ingestão diária dos alimentos considerando uma média de 60 Kg (IBGE, 2017-2018) 

para a população brasileira. No Brasil, a média em g do consumo diário de arroz, feijão 

e leite bovino segundo o IBGE (2017-2018) está mostrado na Tabela 2.  

Tabela 2: Consumo diário em g dia-1 dos alimentos arroz, feijão e leite integral no 

Brasil (IBGE, 2017-2018). 

ALIMENTOS MULHERES HOMENS 

ARROZ 107,7 157,1 

FEIJÃO 112,0 175,0 

LEITE INTEGRAL 16,3 16,7 

 

 

2.4.1 ARROZ 

 

O arroz é uma gramínea semi-aquática  anual e inclui 22 espécies conhecidas, 

no qual apenas duas espécies são importantes para o consumo humano. As duas 
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espécies que são de consumo humano incluem o Oryza sativa e Oryza glaberrima 

(WANG et al., 2006). O O. sativa é o mais amplamente cultivado na Ásia, América do 

Norte e do Sul, União Europeia, Oriente Médio e África. Enquanto que o O. glaberrima 

é mais cultivado na África (MUTHAYYA et al., 2014).   

O Brasil ocupa o 10º lugar de maior produtor de arroz no mundo com uma 

média total de produção de 12 milhões de toneladas, tendo maior produção nos 

estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (FAO, 2018). Esse alimento foi 

considerado uma das principais via de exposição dos OPFRs para os seres humanos 

(ZHANG et al., 2016). Foi encontrada uma concentração relativamente alta de OPFRs 

no arroz em um estudo de Zhang et al. (2016), com 7,59 a 55,9 ng g-1. Os mesmos 

autores ressaltaram que o arroz e outras plantas podem absorver e acumular esses 

contaminantes pelo solo. No estudo de Poma et al. (2018) também foi encontrado uma 

média de 13,01 ng g-1. O arroz da China teve os maiores níveis de  TCEP com média 

de  29,8  ng g-1, EHDPHP com média de 4,17 ng g-1, TPHP com média de 26,14 ng/g-

1, TCIPP com média de 0,87 ng g-1 e TNBP com média de 0,55 ng g-1 (LI et al., 2019). 

 

2.4.2 FEIJÃO 

 

O feijão comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma das leguminosas mais 

importantes em todo o mundo (REICHERT et al., 2020; MEJIA et al., 1999).  No Brasil, 

o feijão é de grande importância para a agricultura e na dieta da população, além disso 

o país é um dos maiores produtores e consumidores do mundo (BARBOSA et al., 

2010).    

Porém, não foram relatados estudos que determinaram a presença de OPFRs 

em feijão  (Phaseolus vulgaris L.) e se torna necessário desenvolver metodologias 

para avaliar a exposição humana a OPFRs por meio da ingestão de feijão, já que é 

um dos alimentos mais consumidos no Brasil. 

 

2.4.3 LEITE BOVINO E COMPOSTO LÁCTEO  

 

O leite também tem um papel importante na nutrição humana. Esse alimento é 

altamente recomendado em todo o mundo como parte de uma dieta saudável, pois 

possui proteínas, vitaminas e minerais (SARODE et al., 2016).  
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A indústria de laticínios vem crescendo nos últimos anos, com uma grande 

variedade de produtos (KANZA et al., 2017), como o composto lácteo. O composto 

lácteo é basicamente composto por leite de vaca desnatado, óleos, vegetais e 

açucares (ROMO-PALAFOX et al., 2020).    

O leite é uma matriz complexa  devido à presença de carboidratos, proteínas e 

gorduras. Por esse fato  a preparação de amostra para determinação de OPFRs 

envolve etapas de extração (GUO et al., 2016). Existem vários estudos que têm 

buscado melhores metodologias para a determinação dos OPFRs em leite e composto 

lácteo  (WU et al., 2017).  É conhecido que o leite é uma das fontes mais importante 

para a alimentação das pessoas, e esses estudos são de suma importância para 

avaliar a presença de contaminantes e auxiliar em políticas governamentais (GUO et 

al., 2016). 

Até agora, ainda há poucos estudos que determinaram a presença de OPFRs 

em leite líquido e composto lácteo , e a Tabela 3 apresenta os níveis encontrados em 

alguns estudos. 

 

Tabela 3: Concentração média dos OPFRs em leite líquido bovino e composto lácteo  

AMOSTRAS OPFRs 
CONCENTRAÇÃO 

(MÉDIA) 
REFERÊNCIAS 

LEITE LÍQUIDO 

BOVINO 

EHDPHP, TEP 

(trietil fosfato), 

TCEP, TCIPP, 

TPHP,  

TEHP (tris (2-
etilhexil) fosfato), 
TNBP, TBOEP, 
TMPP, TPrP, 

TDCIPP 

1,70 ng/g-1 ZHAO et al. (2019) 

LEITE LÍQUIDO 

BOVINO 

TNBP, TCEP, 

TCIPP, TPHP, 

TEHP, TDCIPP, 

EHDPHP 

0,51 ng/g-1 POMA et al. (2018) 
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LEITE LÍQUIDO 

BOVINO 

TEP, TCEP, 

TCIPP, TDCIPP, 

TPHP, TNBP, 

TBOEP, TMPP, 

TEHP 

0,2 ng/g-1 DING et al. (2018) 

LEITE LÍQUIDO 

BOVINO 

TMPP, TEP, 

TBOEP, TCEP, 

TCIPP, TBEP 

nd* 

WU et al. (2017) 

COMPOSTO 

LÁCTEO  

TEP 0,6 ng/g-1 

nd* não detectados 

 

2.5 EXTRAÇÃO QuEChERS TRADICIONAL E MODIFICADA 

 

A extração QuEChERS (Rápido, fácil, barato, eficaz, robusto, seguro – do 

inglês Fast, Easy, Cheap, Effective, Robust, Safe) foi proposta por Anastassiades et 

al. (2003) para a extração de resíduos de pesticidas em frutas e vegetais e está 

esquematizada na Figura 1. O objetivo do desenvolvimento da extração QuEChERS 

no estudo dos autores foi estabelecer uma análise multirresíduos de pesticidas, rápido 

e barato que apresente resultados de alta qualidade analítica durante a extração e 

purificação, com poucas etapas analíticas e pequenas quantidades de reagentes, sem 

prejudicar os valores de recuperação para qualquer analito de estudo. 
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Figura 1: Extração QuEChERS proposta por Anastassiades et al. (2003) Fonte: 

Autoria própria 

 

A preparação da amostra é uma etapa crucial em qualquer procedimento 

analítico. O objetivo desta etapa é obter a recuperação adequada para um número 

importante de analitos em diferentes matrizes com extratos livres de excesso de 

coextrativos. As tendências atuais da Química Analítica envolve mover-se em direção 

a protocolos simples, rápidos, econômicos e de alto rendimento sem comprometer a 

reprodutibilidade, representatividade, exatidão, precisão, seletividade, sensibilidade e 

detectabilidade (GALUSZKA et al., 2013). 

Desde a criação do QuEChERS foram realizadas diversas modificações de 

acordo com a natureza química do analito e tipo de matriz, que incluem a otimização 

e combinação de solventes e sais. Portanto, para que a extração QuEChERS seja 

desenvolvida com sucesso é importante levar em consideração o tamanho da 

amostra, escolha do solvente de extração, diferentes formas de agitação, a separação 

de fases e clean-up (PRESTES et al., 2009). 

O tamanho da amostra é um fator muito importante na extração. As amostras 

sólidas devem ser trituradas ao menor tamanho de partícula possível, e recomenda-

se utilizar 10g por amostra (LEHOTAY; ZWEIGENBAUM, 2011; KIM et al., 2019), o 

que também foi proposto inicialmente por Anastassiades et al. (2003). No entanto, os 

autores WU et al. (2017) utilizaram 6g de amostras na extração QuEChERS para a 
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determinação de OPFRs em amostras de leite e composto lácteo, em amostras de 

feijão para a determinação de pesticidas foi utilizado 5g da amostra moída para a 

análise de pesticidas (REICHERT, 2020). 

Na extração QuEChERS modificada, geralmente os solventes mais utilizados 

para extração são: acetato de etila, acetona e acetonitrila, que apresentam suas 

respectivas vantagens e desvantagens. O acetato de etila tem sido considerado um 

solvente universal pois possui boas porcentagens de recuperação nos ensaios com 

pesticidas (PIHLSTROM et al., 2007). Esse solvente é usado comumente em análises 

MRMs – Método Multiresíduo (capacidade de determinar de forma simultânea mais 

de um resíduo em uma única análise, do inglês - multiresidue method), pois tem 

vantagens de ser imiscível de forma parcial com água e por isso não é necessário a 

utilização de outros solventes apolares para a separação da água do extrato 

(HOLSTEGE et al., 1994).   

A acetona e a acetonitrila, miscíveis em água em temperatura ambiente, podem 

extrair os analitos em uma fase única na matriz. Com o solvente acetona é necessário 

adicionar solvente apolar para a separação entre a fase orgânica e aquosa, sendo que 

para a acetonitrila não é necessário (MASTOVSKÁ; LEHOTAY, 2004).  

O QuEChERS geralmente utilizam MgSO4 e NaCl para a separação das fases 

orgânicas (geralmente acetonitrila) da fase aquosa e para reter água. Além desse, 

também se usa o cloreto de magnésio, nitrato de sódio, sulfato de sódio e cloreto de 

lítio (KIM et al., 2019).  

Para que o estudo seja eficiente, é necessárior realizar o clean-up para evitar 

que compostos não-voláteis da matriz  fiquem aderidos no injetor e coluna, podendo 

alterar a resposta do sistema cromatográfico (UENO et al., 2004). Geralmente, a 

extração QuEChERS é associada a uma etapa de clean-up em fase sólida dispersiva 

(d-SPE) para remover componentes polares e água da matriz. A extração d-SPE tem 

por objetivo obter um extrato final com menor quantidade de interferentes sendo um 

método versátil, uma vez que permite diferentes misturas e quantidade de solventes, 

dependendo do tipo de matriz e do analito alvo (ANASTASSIADES et al., 2003). 

Para que uma análise seja eficiente é preciso realizar modificações em relação 

ao analito e tipo de matriz alimentar. GUO et al. (2016) realizaram uma extração 

QuEChERS  modificada para a determinação de OPFRs com sorbentes C18, PSA e 

GCB (do inglês - graphitized carbon black) para o composto lácteo, por ser uma matriz 
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seca com grande quantidades de proteínas e ácidos graxos no qual os valores de 

recuperação variaram de 70% a 120%. Além disso, LIU et al. (2018) congelaram os 

lipídios depois da extração combinado com as etapas de SPE, pois segundo os 

autores esse processo economiza solventes orgânicos e fornece resultados 

satisfatórios. A partição a baixa temperatura, pode eliminar uma grande quantidade 

de lipídio presente na matriz, pois o mesmo fica congelado e assim facilita a retirada 

do sobrenadante sem risco de coletar a gordura (LIU et al., 2018). 

 

2.6 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA À ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

(GC-MS) 

 

 A cromatografia gasosa é uma técnica amplamente utilizada para análises 

quantitativas e qualitativas de misturas, para a purificação de compostos e para a 

determinação de constantes termoquímicas como calores de solução e vaporização, 

pressão de vapor e coeficientes de atividade (NASCIMENTO et al., 2018). 

Esta técnica utiliza uma fase móvel que é um gás e uma fase estacionária que 

pode ser sólida (cromatografia gás-sólido) ou líquido (cromatografia gás-líquido), e os 

instrumentos analíticos são compostos por um sistema de introdução do gás de 

arraste, controladores de fluxo, sistema amostrador-injetor, coluna, forno, detector e 

sistema de aquisição de dados (NASCIMENTO et al., 2018). Além disso, a 

cromatografia consiste em transportar a amostra através do gás de arraste sem que 

seja alterada a sua estrutura, para isso o gás deve ter alta pureza, ser inerte e que se 

adeque ao detector, sendo que os mais utilizados são os gases He, N2 e H2 

(NASCIMENTO et al., 2018). Na cromatografia gasosa é possível detectar os 

compostos por meio do tempo de retenção dos mesmos, ou seja, o tempo em que o 

composto, desde o momento da injeção, obteve o pico máximo, o qual é característico 

de cada soluto (NASCIMENTO et al., 2018).  

Os principais detectores utilizados são os detectores de inonização em chama, 

detector de captura de elétrons, detector de nitrogênio-fósforo, detector de 

condutividade térmica, detector fotométrico de chama, detector de fotoionização e a 

espectrometria de massas (NASCIMENTO et al., 2018). 

Para a determinação de contaminantes orgânicos em alimentos, geralmente a 

cromatografia gasosa é acoplada à espectrometria de massas (GC-MS) pois é um 
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detector universal e útil em analisar uma diversidade maior de compostos 

(NASCIMENTO et al., 2018). O GC-MS é utilizado para identificar compostos e 

determinar suas concentrações em amostras, e o desenvolvimento do método 

analítico deve atender a dois critérios: (I) Determinar corretamente o espectro de 

massas dos compostos individuais para identificação e; (II) calcular com precisão os 

picos cromatográficos correspondentes aos compostos em cada amostra (JOHNSEN 

et al., 2017).  

 A cromatografia é sensível e eficiente na separação de componentes de 

misturas, por isso a cromatografia gasosa é uma das ferramentas mais importantes 

da química (MARSTON, 2007). Quanto ao espectrômetro de massas, tem uma ampla 

aplicação em estudos de análises de contaminantes em matrizes ambientais e 

alimentícias por meio de métodos multirresíduos que demandam técnicas de alta 

sensibilidade e seletividade para análises quantitativas e qualitativas. Para isso, a 

confirmação do composto por meio do espectro é de suma importância para que evite 

a presença de  falso-positivo (SOUSA et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2018). 

No desenvolvimento do método cromatográficos de análise é importante 

realizar a análise de recuperação dos analitos na amostra alvo, que fornece resultados 

sobre a eficiência do método de preparo da amostra, e pode ser estimado pela análise 

de amostras fortificadas com quantidades conhecidas de analito. Além da 

recuperação, é preciso avaliar o efeito matriz, pois o mesmo pode induzir um aumento 

ou diminuição da resposta cromatográfica e pode trazer erros durante as análises, 

podendo afetar também a sensibilidade e a precisão dos resultados (HAJSLOVÁ et 

al., 1998). O efeito matriz pode gerar uma porcentagem de recuperação superior a 

100% levando à superestimação do resultado,  e em outros casos pode causar 

mascaramento do pico do analito alvo, gerando um resultado falso-negativo, 

causando erro na identificação do analito (HAJSLOVÁ et al., 1998; SALVADOR et al., 

2006; HAJSLOVÁ ET AL., 2003). 

Em amostras complexas como de origem animal e vegetal o efeito matriz nas 

análises cromatográficas é mais pronunciado devido à presença de carboidratos, 

proteínas, pigmentos, etc., que podem permanecer solubilizados nos extratos mesmo 

após a purificação da amostra (HAJSLOVÁ et al., 2003). Além do tipo de matriz, outros 

fatores também influenciam no efeito matriz, como as condições cromatográficas, os 

tipos de componentes do injetor, coluna cromatográfica e detector (ERNEY e 



27 
 

 
 

al.,1993). Para amenizar o efeito matriz alguns procedimentos são empregados, como 

a curva analítica com correspondência da matriz, analitos protetores, configuração das 

formas de injeção, limpeza dos extratos e método de adição de padrão (PINHO et al., 

2009).  

Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) também são parâmetros 

importantes, pois avaliam a menor quantidade de analito na amostra que pode ser 

detectado em um procedimento analítico (LD) (NATA, 2013) e a menor quantidade 

que pode ser quantificado em um procedimento analítico, com precisão e exatidão 

aceitáveis (ICH, 2005). É possível analisar o LD e LQ por meio da avaliação/percepção 

visual, relação sinal/ruído, baseado em parâmetros da curva analítica, desvio padrão 

do branco e curva do desvio padrão. A relação sinal ruído pode ser determinada pela 

comparação dos sinais do pico e do ruído, na menor concentração detectada. É 

considerado aceitável, uma relação sinal ruído de 3:1 ou 2:1 para estimar os LQ e LD. 

Enquanto que o desvio padrão do branco, para determinar o LD, pode ser estimada 

pela Equação 2 (INMETRO, 2020): 

    

   Equação 2 

 

                                �� =  ÿ̅ + 3. � 

Onde:  ÿ̅  = média dos valores dos brancos da amostra;  

s = desvio padrão amostral dos brancos da amostra. 

 

E o LQ pode ser estimada pela Equação 3 (INMETRO, 2020): 

 

Equação 3 

 

                                �Ā =  ÿ̅ + 10. � 

Onde:  ÿ̅  = média dos valores dos brancos da amostra;  

s = desvio padrão amostral dos brancos da amostra. 
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 A precisão é usualmente determinada pelo desvio padrão e desvio padrão 

relativo da resposta analítica e pode ser calculado através da seguinte Equação 4 

(INMETRO, 2020): 

 

Equação 4   

         �ÿā = ÿ�þ�ÿ �100 

   

DPR: Desvio padrão relativo 

DP: Desvio padrão 

CMD: Concentração média determinada 

 

Enquanto que a exatidão pode ser estimada por meio do cálculo da 

recuperação (R) através da Equação 5 (INMETRO, 2020): 

 

Equação 5    REC: 
��ÿĀ��  x 100 

 

onde: 

xlab: valor obtido ou média aritmética de valores obtidos experimentalmente 

xv: valor admitido como verdadeiro/esperado 

 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 LOCAL DE EXECUÇÃO DO TRABALHO DE PESQUISA 

 

A pesquisa foi realizada no Laboratório do Grupo de Otimização de Tecnologias 

Analíticas Aplicadas a Amostras Ambientais e Sanitárias (GOTAS), Laboratório 

Central Analítica (LACAN) e Laboratório Físico-Químico, da Faculdade de Tecnologia 

da UNICAMP. 

 

3.2 PARTE EXPERIMENTAL 
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Os procedimentos experimentais foram realizados na seguinte ordem: 1- 

preparo de soluções padrão; 2- testes preliminares da extração QuEChERS   

tradicional; 3- modificações para otimização do método QuEChERS; 4- Validação do 

método; 5- coleta e análise de amostras de leite integral bovino, composto lácteo , 

arroz e feijão; 6- cálculo da ingestão diária de OPFRs pelo consumo dos alimentos 

estudados.  

 

3.3 MATERIAIS E REAGENTES 

 

Foram escolhidos os compostos tributil fosfato (TIBP), tris (2-cloro-2-etil) fosfato 

(TCEP), tris (2-cloroisopropil) fosfato (TCIPP), tris (1,3-dicloroisopropil) fosfato 

(TDCIPP), tris(fenil) fosfato (TPHP), tris(butil)fosfato (TNBP),  tris(2-butoxietil) fosfato 

(TBOEP), 2- etilexil difenil fosfato (EHDPHP),  tris (2-etilhexil) fosfato (TEHP) e tris 

(metillfenil) fosfato (TMPP)  adquiridos de Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Germany) e  

trifenil fosfato D15 (TPHP-D15) e tributil fosfato-D27 (TNBP-D27) adquiridos em  

Cambridge Isotope Laboratories (Andover, USA). Os solventes grau HPLC utilizados 

foram acetonitrila, diclorometano, acetato de etila e acetona, adquiridos de Honeywell 

Riedel‐de‐Haën (USA). Os cartuchos de C18 (Chromabond, 500 mg) foram adquiridos 

de Machery-Nagel (Alemanha), C18 e os cartuchos OASIS HLB (200 mg) foram 

adquiridos de Waters (USA).  O adsorvente PSA foi adquirido de Supelco (USA) e 

MgSO4 e NaCl foram adquiridos de Sigma Aldrich 

 

3.4 LIMPEZA DOS MATERIAIS 

 

Os materiais de vidro, tais como pipeta pasteur, tubos de centrífuga (10 mL e 5 

mL) e vials (2 mL) foram muflados, a 380 °C por 6 horas, antes de sua utilização. Os 

demais materiais como béquers, espátulas e provetas foram deixados em uma 

solução aquosa com 5% de detergente Extran neutro (Merck S.A) por pelo menos 24 

horas antes da sua utilização. Posteriormente, foram enxaguados com água corrente, 

água deionizada, água Milli-Q e, por fim, acetona grau HPLC. Todos esses 

procedimentos foram realizados a fim de eliminar contaminantes orgânicos em nível 

traço que pudessem estar adsorvidos ao material e interferir nas análises 

cromatográficas. 
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3.5 PREPARO DAS SOLUÇÕES PADRÃO 

 

Soluções estoque de cada composto foram preparadas a uma concentração de 

1000 mg L-1. Para isso, 10 mg de cada composto foram pesados diretamente em um 

balão volumétrico de 10 mL, e o volume foi completado com acetona grau HPLC. A 

seguir, a solução foi transferida para frascos de 10 mL para armazenamento, sendo 

que os compostos aromáticos foram armazenados em frascos âmbar para evitar 

fotodegradação. Posteriormente, foi preparada, em um vial de 2 mL,  uma solução 

padrão contendo todos os 10 OPFRs a uma concentração de 4 mg L-1 (em acetona 

HPLC), utilizando uma microseringa. É importante ressaltar que a microseringa 

utilizada foi higienizada com acetona HPLC por 20 vezes posteriormente a cada 

transferência de volume, evitando assim a contaminação cruzada das soluções de 

estoque.  

 

3.6 OTIMIZAÇÃO DO MÉTODO DE EXTRAÇÃO 

 

 Inicialmente, foi realizado um ensaio de recuperação utilizando o método 

QuEChERS clássico e QuEChERS com modificações para a matriz leite bovino. As 

modificações no método QuEChERS foram realizadas visando à concentração de 

todo o extrato. Para isso, após a etapa de extração, o extrato foi congelado visando 

facilitar a retirada do sobrenadante (fase orgânica – acetonitrila) e remover parte dos 

interferentes por partição à baixa temperatura. Diversos testes foram realizados 

visando remover interferentes do extrato concentrado. O primeiro teste com 

modificações foi realizado com uso de cartuchos de extração em fase sólida (SPE, do 

inglês solid phase extraction) contendo os adsorventes C18 ou HLB, realizado após o 

clean-up com PSA utilizando extração em fase sólida dispersiva (d-SPE, do inglês 

dispersive solid phase extraction).  Posteriormente, foi avaliada a eficiência da 

utilização de C18 em associação ao PSA na etapa de d-SPE. Finalmente, foram 

realizados testes com os solventes diclorometano, acetato de etila e acetonitrila para 

enxágue do adsorvente após o clean-up por d-SPE. O procedimento de extração 

otimizado foi aplicado para as demais matrizes (composto lácteo, arroz e feijão). Para 

estimar os valores de recuperação, foram realizadas amostras fortificadas com 
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padrões e surrogates deuterados, que foram dopadas antes da extração. Também 

foram preparadas amostras que foram dopadas, após a extração, com as mesmas 

quantidades de OPFRs e surrogates diretamente no extrato seco da matriz, 

denominadas neste estudo como <referências=. Por fim, foi utilizada a razão  área do 

pico do composto / área do pico do surrogate obtido para as amostras referência para 

estimar a recuperação dos compostos (sinal analítico equivalente a 100% de 

recuperação). Durante os ensaios de recuperação também foram preparados brancos 

de procedimento, utilizando  5 mL de água ultrapura e extraído conforme as demais 

amostras, a fim de verificar a ocorrência de contaminação com OPFRs durante o 

procedimento de extração.  A seguir encontram-se descritos estes procedimentos. 

 

QuEChERS CLÁSSICO 

 

Um ensaio preliminar foi realizado utilizando extração QuEChERS clássico, 

baseado no estudo de Anastassiades et al. (2003), para estimar a recuperação dos 

analitos. Foram utilizados 5 mL de leite bovino, adquirido em supermercado na cidade 

de Limeira-SP. Antes de iniciar a extração foram fortificadas 4 amostras com 250 µL 

de padrão de OPFRs a 4 mg L-1 e com 50 L de uma solução de surrogate deuterado 

contendo TNBP-D27 e TPHP-D15 na concentração de 5 mg L-1. As amostras foram 

homogeneizadas por 1 minuto no vórtex e armazenadas na geladeira até a extração 

no dia seguinte.  

Para extrair foram adicionados 5 mL de acetonitrila e agitado por 1 minuto no 

vórtex. A seguir foram adicionados 0,5 g de NaCl e 2g de MgSO4. A amostra foi 

homogeneizada por 1 minuto no vórtex e a separação de fases ocorreu após a 

centrifugação (10 minutos a 4000 rpm). Foi feito o clean-up em d-SPE utilizando 1 mL 

do sobrenadante, que foi retirado com o auxílio de uma pipeta automática e transferido 

a um vial de 2 mL. Foram adicionados 150 mg de PSA e 50 mg de MgSO4 ao vial 

contendo o extrato da amostra, a mistura foi agitada por 1 minuto no vórtex e 

centrifugada por 10 minutos a 4000 rpm. Por fim, foi retirado 500 µL do sobrenadante 

e transferido para outro vial de 2 mL, evaporado utilizando gás nitrogênio e 

ressuspendido com 500 µL de acetato de etila para posterior análise no GC-MS. 

Para a preparação das referências, foi realizado o mesmo procedimento para 

2 amostras de leite bovino de 5 mL. Porém, a fortificação destas amostras com padrão 
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de OPFRs e surrogates ocorreu ao final do procedimento de extração, diretamente no 

vial de 2 mL contendo o extrato seco da matriz, e a seguir foi avolumado até 500 µL 

com acetato de etila.  

 

EXTRAÇÃO QuEChERS MODIFICADA 

 

CLEAN-UP UTILIZANDO d-SPE COM PSA E CARTUCHOS SPE 

 

Foram preparadas 3 amostras fortificadas, 1 referência e 1 branco do 

procedimento para cada um dos procedimentos descritos a seguir. Vale ressaltar que 

o branco do procedimento foi realizado com o intuito de avaliar a contaminação 

durante a extração. Para isso, em cada teste, foi realizado o branco do procedimento 

seguindo a mesma metodologia das amostras, sem a presença da matriz, sendo 

apenas adicionados os surrogates antes da  extração.  

Nos testes, foram utilizados 5 mL de leite bovino em tubos de centrífuga de 

vidro. Em cada amostra fortificada foram adicionados 50 µL de surrogates a 0,5 mg L-

1 (em acetona) e 25 µL de padrão a 4 mg L-1 (em acetona). , homogeneizado no vórtex 

e armazenado na geladeira por aproximadamente 8-12 h. No dia seguinte foi realizada 

a extração, adicionando 5 mL de acetonitrila nas amostras e posteriormente 

homogeneizando a mistura por 1 minuto no vórtex. A seguir foram adicionados 2 g de 

MgSO4 e 0,5 g de NaCl em todos os tubos. Após agitação por 1 min no vortex e 

centrifugação por 10 minutos na centrífuga a 3500 rpm. 

Os frascos foram deixados no freezer por no mínimo 8h para ocorrer a partição 

a baixa temperatura, onde a fase aquosa e lipídica solidificaram, permanecendo 

líquida somente a fase orgânica (acetonitrila), situada na parte superior do frasco. 

Após esta etapa, foi transferida toda a fase orgânica do extrato da amostra para um 

tubo graduado de 5 mL e evaporado até 750 µL utilizando fluxo brando de N2. 

Antes de iniciar o clean-up as peças do manifold a vácuo que tem contato com 

o cartucho foram enxaguadas com acetona grau HPLC para limpeza. Os cartuchos 

C18 e HLB foram acoplados ao manifold e condicionados com 6 mL de acetonitrila. O 

solvente foi quase todo eluído por ação da gravidade, evitando a <secagem= do 

cartucho. A seguir, tubos de ensaio de 12 mL foram alocados no manifold para 

recolher o extrato. O extrato de leite bovino obtido após a etapa de clean-up em d-
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SPE com PSA foi transferido para o cartucho, e o tubo que o continha foi enxaguado 

com 250 μL de acetonitrila por 3 vezes, com o intuito de transferir todo o analito. Após 

esta etapa, deixou-se percolar quase todo o extrato, tomando o cuidado de não deixar 

o cartucho secar, e a seguir foi realizada a eluição com 6 mL de acetonitrila. Após o 

clean-up o conteúdo no tubo de ensaio que recolheu o eluato foi evaporado com gás 

nitrogênio, com o auxílio de aquecimento em banho maria (40 ⁰C), até 

aproximadamente 1 mL. O extrato concentrado foi transferido para um vial, e o tubo 

do extrato foi enxaguado com 3 porções de 250 µl de acetonitrila, sendo o solvente de 

enxágue transferido para o respectivo vial contendo o extrato. Finalmente, o extrato 

contido no vial de cromatografia foi evaporado completamente (posteriormente, as 

referências foram dopadas com as mesmas quantidades e concentrações das 

amostras fortificadas), redissolvido com 200 µL de acetato de etila e agitado no vórtex 

por 15 segundos para homogeneizar. O procedimento encontra-se na Figura 2. 

 

 

Figura 2: Extração QuEChERS modificada e clean-up d-SPE (PSA) + SPE (C18 ou 

HLB) realizado em amostras de leite bovino. Fonte: autoria própria. 

 

CLEAN-UP UTILIZANDO d-SPE COM PSA + C18 E TESTES DE ENXÁGUE DOS 

ADSORVENTES  
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Foram realizadas 3 amostras fortificadas com matriz, 2 referências com matriz 

e 1 branco do procedimento com o uso de PSA (150 mg) e C18 (100 mg) em d-SPE 

na fase do clean-up.  

Além do uso do C18 em associação ao PSA, a fim de melhorar a recuperação 

dos compostos mais apolares que podem ter ficado retidos nos adsorventes, foram 

testados o uso dos solventes diclorometano, acetonitrila e acetato de etila para 

enxágue do adsorvente após a  etapa de clean-up utilizando d-SPE. Foram realizadas 

3 amostras fortificadas e 1 referência para cada teste com solventes para avaliar a 

recuperação dos analitos nas amostras de leite bovino. Para isso, após a extração e 

partição a baixa temperatura,  o sobrenadante foi totalmente transferido para um tubo 

de centrífuga de vidro de 5 mL e evaporado até 2 mL. Foram adicionados PSA (150 

mg), MgSO4 (50 mg) e C18 (100 mg), agitado por 1 minuto no vórtex e centrifugado a 

3500 rpm por 10 minutos. Após esta etapa, o sobrenadante foi transferido para um 

vial e evaporado até quase secar.  O tubo de centrífuga contendo os adsorventes foi 

então enxaguado com 2 mL do solvente (diclorometano, acetonitrila ou acetato de 

etila), agitado por 1 minuto no vórtex e centrifugado a 3500 rpm por 10 min. O 

sobrenadante foi totalmente transferido para o respectivo vial contendo o extrato, 

evaporado totalmente e, por fim, as amostras foram ressuspendidas com 200 µl de 

acetato de etila e agitado no vórtex para análise no GC-MS. 

  

3.7 VALIDAÇÃO DO MÉTODO PARA AMOSTRAS DE LEITE BOVINO, 

COMPOSTO LÁCTEO, ARROZ E FEIJÃO 

 

Com base nos resultados obtidos nos ensaios de otimização utilizando leite 

bovino, foram realizados ensaios de recuperação para cada matriz com amostras 

fortificadas e brancos do procedimento, e posteriormente determinado as 

concentrações de OPFRs para cada matriz com base na curva analítica. Para as 

amostras de leite bovino, foram utilizados 5 mL da amostra e transferidos para tubos 

de centrífuga de vidro. As amostras de composto lácteo  foram pesadas diretamente 

no tubo de centrífuga de vidro (0,7 g da amostra). As amostras de arroz e feijão foram 

maceradas com o auxílio de pistilo e almofariz para homogeneização (Figura 3 e 4), e 

a seguir 1,5 g da amostra foi transferida e pesada diretamente no tubo de centrifuga 

de vidro. Para evitar a contaminação cruzada, o pistilo e o almofariz foram lavados 
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com o detergente extran por 10 minutos no ultrassom, três vezes com água destilada, 

água Milli-Q e acetona grau HPLC depois de cada maceração.  

O método de extração otimizado para as amostras de leite bovino foi utilizado 

para as amostras de composto lácteo, arroz e feijão.  Para isso, foram preparadas 3 

amostras fortificadas com 100 ng (25 µL de uma solução contendo os 10 OPFRs na 

concentração 4 ng µL-1) e 3 amostras fortificadas com 10 ng (25 µL de uma solução 

contendo os 10 OPFRs na concentração 0,4 ng µL-1), e dopadas com  25 ng dos 

surrogates (50 µL de uma solução contendo os surrogates na concentração 0,5 ng µL-

1), 4 referências, 3 brancos (dopadas apenas com surrogates no início da extração) e 

1 branco do procedimento.  

Para a extração, foram adicionados 5 mL de acetonitrila, 4 mL de água (para 

as amostras sólidas), agitação em vórtex por 1 minuto e ultrassom por 10 minutos. 

Foram adicionados MgSO4 (2g), NaCl (0,5g) e finalmente homogeneizadas por 1 

minuto no vórtex, centrifugadas por 10 minutos e armazenadas no freezer por 12h 

para ocorrer a partição a baixa temperatura. Para realizar o clean-up foi utilizado todo 

o sobrenadante, evaporado até 2 mL com gás N2, adicionado C18 (100mg), PSA (150) 

e MgSO4 (50 mg), homogeneizadas por 1 minuto no vórtex, centrifugadas por 10 

minutos a 3500 rpm. Todo sobrenadante foi transferido a um vial, evaporado quase 

toda a amostra com gás N2, o tubo foi enxaguado com acetato de etila (2mL) e 

homogeneizadas no vórtex por 1 minuto e centrifugada por 10 minutos a 3500 rpm. 

Todo o sobrenadante foi transferido a um vial e evaporado com gás N2 (as referências 

foram dopadas com as mesmas concentrações das amostras fortificadas no início), 

evaporadas e ressuspendidas com 500 µL de acetato de etila. 

    

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Maceração das amostras de arroz                  Figura 4: Maceração das amostras de feijão 
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Para a validação do método QuEChERS modificado para as matrizes arroz, 

feijão, composto lácteo e leite bovino, foram avaliados os seguintes parâmetros: 

recuperação, efeito matriz, linearidade, limite de detecção (LD), limite de quantificação 

(LQ). 

 

3.7.1 RECUPERAÇÃO 

 

Para verificar a exatidão e precisão do método analítico, foram realizados 

testes de recuperação a partir da fortificação (em triplicata) de amostras  das matrizes 

arroz, feijão, leite bovino e composto lácteo, conforme descrito acima. Além disso, 

duas amostras (sem fortificação) foram extraídas a fim de subtrair a concentração de 

OPFRs dos valores de recuperação, quando fosse o caso. As recuperações foram 

calculadas conforme mostrado na equação 5.  

 

3.7.2 CALIBRAÇÃO E LINEARIDADE 

 

Foram realizadas calibrações no equipamento GC-MS utilizando sete 

concentrações, na faixa de 0,005 a 0,5 mg L-1, e foi adicionado em cada ponto 50 µL 

de uma solução contendo os dois surrogates deuterados (TNBP-D27 e TPHP-D15) na 

concentração de 0,5 mg L-1. As curvas foram construídas utilizando no eixo y a razão 

entre a área do pico do composto / área do pico do surrogate (razão de áreas), e no 

eixo x a respectiva concentração do analito. O surrogate TNBP-D27 foi utilizado para 

quantificar os compostos TIBP, TNBP, TCEP e TCIPP enquanto o surrogate TPHP-

D15 foi utilizado para quantificar os compostos TDCIPP, TBOEP, TPHP, EHDPHP, 

TEHP e TMPP.  

Diferentes curvas analíticas foram preparadas, utilizando solvente puro 

(acetato de etila), o extrato seco do branco do procedimento (obtido após a extração 

de 5 mL de água Milli-Q, utilizando o método QuEChERS otimizado), e curvas com 

correspondência de matriz, preparadas utilizando o extrato seco das diferentes 

matrizes (arroz, feijão, leite bovino e composto lácteo). Nos dois últimos casos, foram 

realizados todos os procedimentos de extração e clean-up segundo o método 

QuEChERS desenvolvido, e as respectivas quantidades de padrão e surrogates 
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necessárias para preparar os diferentes pontos da curva de calibração foram 

adicionados diretamente no vial contendo o extrato seco correspondente. Três 

amostras de cada matriz utilizadas no preparo da curva de calibração foram extraídas 

e analisadas a fim de verificar a presença de OPFRs e subtrair esta contribuição das 

respostas analíticas utilizadas para a construção das curvas de calibração.  

Para a análise do intervalo linear das curvas foi verificada a concordância entre 

a concentração teórica e a concentração calculada para cada ponto da respectiva 

curva de calibração, sendo admitidos erros até ± 20% de diferença entre estes valores. 

Em alguns casos foi considerado aceitável um erro de até 40% para o ponto mais 

diluído das  curvas que contemplavam os  menores intervalos de concentração. 

 

3.7.3 LIMITE DE DETECÇÃO E LIMITE DE QUANTIFICAÇÃO 

 

Foram utilizadas diferentes metodologias para calcular os limites de detecção 

(LD) e limites de quantificação (LQ).  Para os compostos que não foram detectados 

no branco do procedimento, o LD foi determinado segundo a relação sinal/ruído (S/N), 

conforme a equação 6: 

 

Equação 6 

LD = 3 * S/N  

 

O LQ foi calculado conforme a equação 7: 

 

Equação 7 

LQ = 10 * S/N 

 

Para os compostos que foram detectados nos brancos de procedimento, o LD 

foi determinado utilizando a resposta analítica obtida para os brancos de procedimento 

(n=6) (área do pico do composto dividida pela área do pico do surrogate) conforme a 

Equação 8: 

 

 Equação 8 

 ��� = �̅� + � � ��� 
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Onde,  Ā�� = Resposta analítica referente ao Limite de Detecção (ng µL-1); 

 Ā̅ � = Média da resposta analítica observada nos brancos; 

 �ÿ� = Desvio padrão da média. 

 

O YLD foi substituído na equação da curva de calibração com correspondência 

de matriz do respectivo composto para obter-se o LD em termos de concentração no 

extrato. 

O LQ foi calculado de maneira similar, porém a média da resposta analítica do 

branco foi somada a dez vezes o desvio padrão desta média. 

Finalmente, todos valores de limite de detecção e limite de quantificação do 

método analítico (LDM e LQM), previamente calculados em termos de concentração 

nos extratos (ng µL-1), tiveram as unidades transformadas para ng g-1 de alimento 

(arroz, feijão, composto lácteo) ou ng mL-1 (leite bovino) pela equação 9.  

 

Equação 9 

 ��  (�� � −� ) = �� �  (�� µ� −� ) � �    

Onde,  

V = Volume total do extrato  

= Quantidade de amostra  de alimento extraída  

 

3.7.4 EFEITO MATRIZ 

A avaliação do efeito matriz foi realizada a partir das três curvas: curva no 

solvente (CS), curva no extrato do branco de procedimento (CEBP) e a curva no 

extrato da matriz (CEM), que foram descritas anteriormente. Foram comparados os 

valores de recuperação obtidos utilizando as diferentes curvas e a inclinação de cada 

curva. O efeito matriz (EM) foi calculado comparando as inclinações de CEM com 

curvas CS ou CEBP, segundo o estudo de Cristale et al. (2020), usando a seguinte 

equação 10: 

Equação 10:   EM (%) =[( Inclinação da  CEMInclinação da CS (ou CEBP) ) – 1] * 100 

 



39 
 

 
 

Os resultados foram classificados em baixo EM (–20% < EM <20%), intermediário EM 

(–50% < EM < –20% e 20% < EM < 50%) e alto EM (–50% > EM e EM > 50%). 

 

3.7.5 TESTE t DE DADOS PAREADOS 

Foi realizado o teste t de dados pareados, segundo Quintana et al. (2018), a 

fim de verificar se teve diferença significativa entre as curvas, ou seja, se a presença 

de co-extrativos dos adsorventes e da matriz podem promover o efeito matriz. 

Comparou-se os pontos das curvas no solvente e a curva no extrato do branco do 

procedimento em relação as curvas no extrato da matriz. Foram estabelecidas as 

hipóteses, o tcalculado e o tcrítico (bicaudal) considerando 95% de confiança, segundo a 

Equação 10: 

Equação 10: t = d √��� 

Onde: 

d= é a média das diferenças entre os pares; 

Sd = desvio padrão de d; 

n = número de pontos. 

Vale ressaltar que antes do cálculo do teste t pareado, os dados foram 

normalizados dividindo a resposta analítica (área do composto / área do surrogate) 

obtida para o ponto da curva pela concentração correspondente. Adotou-se como 

estratégia a comparação das amostras, feito dois a dois, a fim de avaliar a diferença 

entre cada par. Foi considerado como hipótese nula que as curvas não apresentam 

valores significamente diferentes. 

 

3.7.6 ANÁLISE INSTRUMENTAL 

 

Foi utilizado o Cromatógrafo Gasoso Trace GC Ultra (Thermo) acoplado a um 

espectrômetro de massas ITQ900 (Thermo) com analisador de massas tipo ion trap. 

O Injetor foi do tipo que permite vaporização com temperatura programável (do inglês 

programmable temperature vaporization – PTV), e o liner foi um PTV Straight Liner 
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(120 × 2.75 mm, 1 mm d.i, Thermo). A injeção PTV operou na temperatura inicial de 

40°C durante 0,25 min com a válvula split aberta e o fluxo de gás a 10 mL/min. Em 

seguida, a válvula split foi fechada e o injetor foi aquecido a 280°C a 3°C/seg e mantido 

na temperatura final durante 5 minutos. O sistema é equipado com um amostrador 

automático (TriPlus). A coluna cromatográfica foi uma Zebron ZB5-MS de 30 m 

(comprimento) x 0.25 mm (d.i.) x 0.25 μm (filme) (Phenomenex, EUA), e a fase móvel 

foi gás hélio de alta pureza a uma vazão de 1,5 mL min-1. A programação de 

temperatura do forno da coluna foi ajustada para 60°C por 6 minutos, e depois 

aquecido a uma taxa de 10°C min-1 até 230°C e mantido nesta temperatura por 1 

minuto. Em seguida, o forno da coluna foi aquecido a uma taxa 20°C min-1 até 280°C 

e mantido nesta temperatura por 14 minutos (CRISTALE et al., 2020).  

A Tabela 4 mostra o tempo de retenção de cada composto, bem como as 

condições de detecção utilizadas (íon de quantificação e o íons de confirmação). 

 

Tabela 4: Tempo de retenção, íons de quantificação e íons de confirmação utilizados 

na detecção em modo SIM para cada OPFRs. 

COMPOSTO TEMPO DE 

RETENÇÃO 

ÍON DE 

QUANTIFICAÇÃO 

ÍON DE 

CONFIRMAÇÃO 

TiBP 17,13 99 139 

TNBP 18, 71 99 125 

TCEP 20, 08 249 251; 99 

TCIPP 20, 34 201; 125* 99 

TDCIPP 25, 53 191 381; 99 

TBOEP 26, 02 125*; 199 99 

TPHP 26, 02 325 233; 326 

EHDPHP 26,15 251 249 

TEHP 26, 49 99 113 
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TMPP 27,65 - 28,39 367 261; 368 

TNBP-D27 18, 49 103 231 

TPHP-D15 26, 00 243 341 

*Utilizados na curva da matriz 

 

3.8 COLETA DE AMOSTRAS 

 

As amostras de leite líquido integral bovino, composto lácteo, arroz e feijão 

foram adquiridas em supermercados de Limeira-SP. Buscou-se escolher os mesmos 

tipos de arroz e feijão, arroz branco e feijão carioca. Foram analisadas 6 marcas das 

matrizes de arroz, feijão e composto lácteo e 7 marcas de leite líquido integral bovino. 

As amostras frescas foram armazenadas na geladeira no laboratório GOTAS, e as 

amostras secas foram armazenadas em temperatura ambiente. As amostras foram 

extraídas antes da data de vencimento, e denominadas neste estudo como amostras 

A, B, C, D, E, F e G a fim de preservar a identidade das marcas. 

Haja vista a natureza deste trabalho, a presente proposta de pesquisa foi 

dispensada de avaliação pela comissão de ética do uso de animais da 

CEUA/UNICAMP, pois corresponde a trabalho relativo às análises químicas com uso 

não vivo de alimentos de origem animal (leite líquido integral bovino e composto 

lácteo) e vegetal (arroz e feijão) adquiridos em estabelecimentos comerciais com 

marcas não identificadas e sem qualquer manipulação in vivo na UNICAMP para a 

execução do projeto. 

 

3.9 ESTIMATIVA DA INGESTÃO DIÁRIA DOS OPFRs VIA ALIMENTAÇÃO (EDI) 

A partir dos dados determinados nos alimentos estudados, foram estimados os 

valores de ingestão diária desses compostos para a população brasileira. Para isso, 

foram realizados cálculos a partir dos dados de ingestão per capita de cada alimento 

por dia, segundo dados do IBGE (2017-2018), em relação à concentração média de 

OPFRs em cada matriz que foi estudada no presente estudo, e a média do peso 

corporal dos brasileiros em kg.  
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 Para estimar a ingestão diária (EDI) de OPFRs por meio da ingestão dos 

alimentos foi utilizada a equação 1. 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

4.1 SEPARAÇÃO CROMATOGRÁFICA E CONDIÇÕES DE DETECÇÃO 

 

A Figura 5 mostra o cromatograma obtido no GC-MS, operando em modo SIM, 

para os dez OPFRs e dois surrogates deuterados, nas concentrações de 4 mg L-1 e 

0,5 mg L-1, respectivamente. É possível perceber que os compostos TPHP, TBOEP e 

TPHP-D15 coeluem no tempo de retenção 26,02 min, que foi resolvido filtrando o 

cromatograma utilizando os íons de quantificação dos compostos. 

 

Figura 5: Cromatograma dos OPFRs obtido utilizando o modo SIM no GC/MS. 

 

4.2  TESTES DE EXTRAÇÃO QuEChERS E OTIMIZAÇÃO 

  

4.2.1 QuEChERS CLÁSSICO 

 

No estudo inicial foram empregados 9 OPFRs e dois surrogates para avaliar a 

performance do método QuEChERS clássico para determinação de OPFRs em leite 
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bovino. Os valores de recuperação variaram de 62 a 116% e o desvio padrão relativo 

ficou entre 4 a 47%. Porém, o composto TEHP mostrou baixo valor de recuperação, 

de 34%, e desvio padrão relativo de 80%, como demonstrado na Figura 6. A baixa 

recuperação do TEHP deve estar relacionada com a baixa polaridade do composto, 

favorecendo que ele permaneça associado à gordura do leite bovino, além disso, 

podem ter ficado parcialmente retidos no adsorvente PSA durante a etapa de d-SPE. 

 

Figura 6: Valores de recuperação para 9 OPFRs na extração QuEChERS   tradicional 

de leite bovino proveniente de supermercado. 

 

O teste do QuEChERS clássico foi utilizado como uma avaliação preliminar 

para verificar se esta metodologia de extração com acetonitrila poderia ser utilizada 

para determinação de OPFRs em leite bovino. Como mostrou-se adequada para a 

maioria dos compostos, partiu-se para a otimização e modificação do procedimento, 

visando diminuir o LD utilizando todo o extrato (e não só parte dele como ocorre no 

QuEChERS clássico), e concentrando o mesmo após a extração. 

 

4.2.2 OTIMIZAÇÃO DA EXTRAÇÃO QuEChERS    

 

Com objetivo de obter menores limites de detecção e extratos livres de 

interferentes, foi realizada uma extração QuEChERS modificada utilizando partição a 

baixa temperatura após a extração com acetonitrila. Outra modificação foi a utilização 
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de todo o extrato e sua concentração antes da etapa de clean-up por d-SPE. Além 

disso, foi testada também a utilização de uma etapa de clean-up adicional (após o d-

SPE com PSA) utilizando cartuchos SPE (C18 ou HLB), e a utilização de C18 

juntamente ao PSA na etapa de d-SPE.  

A Figura 7 apresenta as recuperações obtidas utilizando QuEChERS com 

partição a baixa temperatura seguido de clean-up por d-SPE (PSA+C18) (utilizando 

todo o extrato), e também as recuperações obtidas ao realizar etapas adicionais de 

clean-up com cartuchos SPE (C18 ou HLB). 

Figura 7:  Valores de recuperação de 9 OPFRs na extração de leite bovino utilizando 

QuEChERS    modificado e diferentes e procedimentos de clean-up d-SPE(PSA+C18) 

; d-SPE(PSA)+SPE(C18) e d-SPE(PSA)+SPE(HLB) 

  

Os valores de recuperação do teste d-SPE(PSA+C18) variaram de 70% a 

111% e desvio padrão relativo entre 6 a 25%. Apenas os compostos TPHP e TMPP 

não obtiveram bons valores, com recuperação de 144% e 36%, e desvio padrão 

relativo de 21% e 14%, respectivamente, e o TBOEP não foi possível quantificar pois 

não foi detectado, como mostra a Figura 7.  

O teste realizado com o cartucho C18 a recuperação variou de 90 a 120% e 

desvio padrão relativo de 16 a 32%, exceto para os compostos TEHP e TMPP que 

ficou com 42 e 136% e desvio padrão relativo de 16 e 36%, respectivamente. Com o 

cartucho HLB variou de 76 a 113% e desvio padrão de 9 a 24%, exceto para os 

compostos TEHP e TMPP que obtiveram 65 e 182% e desvio padrão relativo de 28% 

e 91%, respectivamente. 
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Portanto, diante dos resultados de recuperação obtidos os autores optaram 

pelo método utilizando d-SPE(PSA+C18) foi mais eficiente em comparação com os 

testes d-SPE(PSA)+SPE(HLB) e d-SPE(PSA)+SPE(C18).  

 

TESTE DE LIMPEZA DO ADSORVENTE DE d-SPE COM DIFERENTES 

SOLVENTES 

Para melhorar a recuperação dos compostos mais apolares, que podem ter 

ficado retidos no adsorvente na etapa de d-SPE com PSA+C18, foram feitos testes de 

lavagem do adsorvente com o uso de 3 solventes (acetonitrila, diclorometano e 

acetato de etila) e os dados podem ser verificados na Figura 8.  

Figura 8: Teste com os solventes diclorometano, acetato de etila e acetonitrila para 

lavagem do adsorvente C18+PSA após o clean-up. 

Segundo os dados obtidos, no teste com o uso da acetonitrila, os compostos 

EHDPHP, TEHP e TMPP não apresentaram bons valores de recuperação, que 

variaram entre 33% e 64%, com desvio padrão relativo entre 40% e 113%. No teste 

com diclorometano, o composto TDCIPP, TEHP e TMPP apresentaram baixos valores 

de recuperação, entre 42 a 51% com desvio padrão relativo entre 19 a 26%. Por fim, 

o teste com o solvente acetato de etila foi o que apresentou a melhor performance, 

pois apenas o composto EHDPHP apresentou resultado insatisfatório, com 

recuperação de 273% e desvio padrão relativo de 20%. Portanto, o solvente acetato 

de etila foi escolhido para realizar a lavagem dos adsorventes após o clean-up 

utilizando d-SPE. 
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O método QuEChERS modificado, com o uso de PSA+C18 em d-SPE e acetato 

de etila para enxágue dos adsorventes após a etapa de clean-up, foi utilizado para 

extrair as matrizes leite bovino e em pó integral bovino, arroz e feijão.  

4.3 VALIDAÇÃO DO MÉTODO 

4.3.1 EFEITO MATRIZ 

Foi comparada a inclinação da reta das diferentes curvas: curva no extrato da 

matriz (CEM), curva no extrato do branco de procedimento (CEBP) e curva no solvente 

(CS), como mostra a Figura 9. Os compostos TiBP, TNBP, TBOEP e TEHP não foram 

incluídos na figura, pois os compostos não obtiveram uma boa linearidade na CEBP 

ou na CS, não sendo possível calcular o efeito matriz. Também não foi possível 

calcular o efeito matriz para os compostos TDCIPP e TBOEP para leite bovino e 

composto lácteo, pois não foi possível obter boa linearidade para esses compostos na 

CEM. 

Figura 9: Efeito matriz (%) obtido pra CS e CEBP em relação a curva no extrato do 

arroz, feijão, leite bovino e composto lácteo. 

 

Na Figura 9, é possível perceber que a tendência do efeito matriz na CS é 

sempre média ou alta. As diferenças observadas ao comparar a curva preparada no 

solvente puro e a curva preparada utilizando o extrato da matriz pode ser devido à 

uma diferente retenção dos analitos no sistema de injeção quando os analitos são 
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preparados em solvente, afetando a quantidade de analitos transferidos para a coluna 

e consequentemente para o detector (CRISTALE et al., 2020). No presente estudo, 

quando as recuperações dos analitos foram calculadas a partir da curva no solvente, 

mostraram valores muito altos em alguns casos, chegando a atingir 300% (EHDPHP) 

de recuperação, enquanto em outros casos foi observado valores muito baixos como 

0,2% (TEHP). 

Na CEBP, alguns compostos tiveram um efeito matriz baixo, mas a tendência 

do efeito matriz para a maioria dos compostos foi um efeito matriz médio e alto, como 

mostra a Figura 9. No estudo de Cristale et al. (2020), os melhores resultados foram 

observados com a curva no extrato de branco de procedimento em relação à curva no 

solvente. Os autores constataram que os co-extrativos do cartucho HLB atuam como 

protetores bloqueando os sítios ativos do injetor, coluna e detector, resultando em bom 

desempenho cromatográfico dos OPFRs e compensando o efeito matriz de extratos 

de água de rio. Porém, no presente estudo a curva no extrato do branco de 

procedimento não foi suficiente para corrigir o efeito matriz, pois as respostas podem 

variar em relação aos adsorventes e tipo de matriz.  Nas matrizes analisadas, tiveram 

presença de co-extrativos como a gordura do leite bovino e pigmentos, que 

permaneceram solubilizados nos extratos, mesmo após a purificação da amostra, o 

que pode promover o efeito matriz nas análises cromatográficas (RUTKOWSKA et al., 

2019). A performance cromatográfica é afetada pela competição entre os analitos e 

os componentes extraídos da matriz pelos sítios ativos do sistema injetor. Vale 

ressaltar, que esses sítios ativos são formados por grupo silanóis livres e metais 

presentes na superfície do liner (tubo de vidro) presente no sistema injetor, e também 

compostos não voláteis que se depositam durante repetidas análises (RUTKOWSKA  

et al., 2019).  

Por fim, para analisar a diferença estatística, foi aplicado o teste t pareado para 

comparar as diferentes curvas para cada OPFRs. Conforme observado no Anexo I, 

foi observada diferença estatística entre as curvas para vários analitos em todas as 

matrizes. Diante destes resultados, optou por realizar uma curva no extrato da matriz. 

Sendo assim, foi possível avaliar a recuperação, linearidade, limites de detecção e 

quantificação que estão detalhados no tópico seguinte. 
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4.4 LINEARIDADE, RECUPERAÇÕES, LIMITES DE DETECÇÃO E DE 

QUANTIFICAÇÃO DO MÉTODO 

Foram obtidas duas curvas de calibração para a maioria dos compostos, pois 

não foi linear para toda a faixa de concentração utilizada. Os LDMs e LQMs foram 

calculados a partir da relação sinal/ruído, exceto os compostos TIBP, TPHP e 

EHDPHP que foram detectados no branco do procedimento. 

Nas amostras de arroz, para as amostras que foram fortificadas com 66,6 ng g-

1 de OPFRs as recuperações variaram de 89 a 152% e desvio padrão relativo de 0,8 

a 19%. Para as amostras que foram dopadas com 6,66 ng g-1 foi possível quantificar 

apenas os compostos TIBP e TNBP, que estavam acima do limite de quantificação, 

com valores de recuperação de 100 e 97% e desvio padrão relativo de 5 e 6%, 

respectivamente. Os LDMs variaram de 0,1 a 10 ng g-1 e LQMs de 0,5 a 35 ng g-1. 

Para as amostras de arroz, no geral apresentou uma boa performance, já que foi o 

extrato mais limpo entre outras matrizes.  

Para as amostras de feijão, as amostras que foram dopadas com 66,6 ng g-1 

as recuperações variaram de 57 a 106% e desvio padrão relativo de 2 a 21%, exceto 

para o composto TMPP, que teve recuperação de 374%. Para as amostras na 

concentração 6,66 ng g-1 a recuperação foi de 50 a 86% (TIBP, TNBP e EHDPHP) e 

desvio padrão relativo de 7 a 10%. Os LDMs variaram de 0,001 a 115 ng g-1 e LQMs 

de 0,5 a 38 ng g-1. 

Para as amostras de leite bovino, não foi possível quantificar os compostos 

TDCIPP e TBOEP. As amostras que foram dopadas com 20 ng mL-1 a recuperação 

variou de 60 a 105% e desvio padrão relativo de 2 a 34%. Para os compostos que 

puderam ser quantificados no menor nível de fortificação de (2 ng mL-1) a recuperação 

foi de 47 (EHDPHP) e 98% (TIBP), com desvio padrão relativo de 6 (TIBP) e 43% 

(EHDPHP). Os LDMs variaram de 0,03 a 7 ng mL-1 e LQMs de 0,2 a 26 ng mL-1. 

Para os compostos lácteos que foram dopados na concentração de 143 ng g-1 

as recuperações variaram de 46 a 98% e desvio padrão relativo de 5 a 48% e para a 

concentração 14,3 ng g-1 somente os compostos TIBP e TCEP puderam ser avaliados, 

e a recuperação variou de 80 a 120% com desvio padrão relativo de 6 a 13%. Os 

LDMs variaram de 0,5 a 59 ng g-1 e LQMs de 2 a 199 ng g-1. Esta matriz foi a que mais 
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apresentou interferentes no que resultou em maiores valores de LDMs e LQMs e não 

obteve bons resultados de recuperação em relação a outras matrizes. Nos compostos 

lácteos também não foi possível quantificar os compostos TDCIPP e TBOEP pois 

foram observados interferentes na matriz que afetaram a linearidade da curva de 

calibração. 

Tabela 5: Equação, intervalo linear, coeficiente de determinação, limites de detecção 

e quantificação do método para as curvas com correspondência de matriz para arroz 

(ng g-1), feijão (ng g-1), leite bovino (ng mL-1) e composto lácteo (ng g-1).  

(ng g-1) (ng g-1) (%) (%)
Y=-0,193654+33,8752*X 0,05-0,4 0,98 

0,94 1,69 
Y=-0,135749+37,8772*X 0,01-0,1 0,99 

Y = 0,405851+20,7385*X 0,05-0,4  0,99 
0,15 0,51 

Y = 0,266982+24,3457*X 0,01-0,1 0,99 

Y=-0,395687+3,61431*X  0,1-0,4  0,94 
2,44 8,15    

Y=0,095550+5,85381*X 0,05-0,4  0,99 
7,15 23,85    

Y=0,247274+1,7152*X  0,02-0,4  0,98 
5,6 18,65 

   

Y=0,517823+11,1466*X 0,05-0,4 0,98 
9,5 26,8 

   

Y=1,26812+8,9847*X 0,05-0,4  0,99 
3,91 13,04 

    

Y=-5,33542+121,841 0,1-0,4  0,95 
2,95 9,85 

   

Y =2,07751+85,6554*X 0,05-0,4 0,96 
10,54 35,15 

   

Y =2,08958+6,40481*X 0,1-0,4 0,97  
3,68 12,26 

   

(ng g-1) (ng g-1) (%) (%)
Y=0,536347+29,0836*X  0,05-0,4 0,99 

0,16 0,99 
Y=-0,042082+37,0393*X 0,01-0,1 0,98 

Y=0,238826+18,9332*X 0,05-0,4 0,99 
0,38 1,26 

Y=-0,0065759+25,711*X 0,01-0,05 1,00 

Y= 0,028336+2,45318*X 0,05-0,4 1,00 
3,04 10,14    

Y=0,092477+1,85486*X 0,1-0,4 1,00 5,43 18,1 
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Y=0,258126+11,9052*X 0,05-0,4 0,99 
6,96 23,21 

   

Y=0,114028+12,2191*X 0,05-0,4 0,99 
2,59 8,64    

Y=0,276096+10,3233*X 0,05-0,4 0,99 
11,45 38,19 

   

Y=3,91316+96,0104*X  0,05-0,4 0,99 
0,52 0,52  

Y=0,901929+128,569*X 0,01-0,1 0,99  

Y=2,08662+82,1457*X 0,05-0,4 0,99 
5,59 18,64    

Y=1,34492+9,2218*X 0,05-0,4 0,90 
9,89 32,99 

     

(ng mL-1) (ng mL-1) (%) (%)
Y=0,173219+34,0289*X 0,05-0,4 0,99 

0,031 0,276 
92 3 

Y=0,048719+37,7812*X 0,01-0,1 0,99 98 6 

Y=0,284308+18,6233*X  0,05-0,4  0,99 
1,44 4,8 

99 6 
   

Y=0,048444+2,76527*X 0,05-0,4 0,99 
1,07 3,58    

Y=0,151068+5,46642*X 0,05-0,4 0,99 
3,49 26,6    

   
  

   

Y=-3,3099+33,7238*X 0,1-0.4  0,95 
3,00 7,84    

   
       

Y=-7,12501+68,8235*X  0,1-0,4  0,94 
0,43 0,98 

Y=0,1464+36,022x 0,01-0,05 0,99 

Y=-4,66289+44,8872*X 0,1-0,4 0,95 
4,47 14,9 

       

Y=-0,581678+6,20102*X 0,1-0,4 0,94 
1,00 3,33 

    

(ng g-1) (ng g-1) (%) (%)
Y=-0,011672+32,8642*X 0,05-0,4 0,99 

0,55 2,04 
97 

Y=0,060675+32,2623*X 0,02-0,2 0,99 80 

Y=0,124837+19,0207*X 0,05-0,4 0,99 
21,77 72,57 

96 
    

Y=0,038902+2,60057*X 0,05-0,4 0,99 
3,4 11,3 

90 

Y=-0,008123+3,40165*X 0,01-0,1 0,99 80 
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Y=-0,001410+2,06304*X 0,05-0,4  0,99 
57,3 191 

98 
   

    
  

      

Y=0,053092+3,11583*X 0,02-0,4  0,96 
7,68 25,61 

72 
    

   
  

   

Y=-0,055313+6,53528*X 0,05-0,4  0,99 
18,78 38,27 

46 
    

Y=0,10321+4,4011*X 0,05-0,4 0,99 
59,77 199,3 

40 

   

Y=0,01678+0,661337*X 0,1-0,4 0,87 
26,02 86,73 

50 

     

 

4.5 CONCENTRAÇÃO DE OPFRs NAS AMOSTRAS 

 

A Tabela 6 apresenta as concentrações encontradas para cada amostra de 

leite bovino e em composto lácteo, arroz e feijão.    

 

Tabela 6: Concentrações encontradas nas amostras de arroz, feijão, leite bovino e 

composto lácteo (ng/g e ng/mL). 

Amostras TiBP TNBP TCIPP TDCIPP TPHP TBOEP EHDPHP TEHP 

ARROZ_A  1,48       

ARROZ_B  <LQ       

ARROZ_C  5,43   <LQ    

ARROZ_D  0,61       

ARROZ_E  2,17       

ARROZ_F  <LQ       

FEIJÃO_A         

FEIJÃO_B  2,74       

FEIJÃO_C  2,73    <LQ   
FEIJÃO_D  

 
   <LQ  <LQ 

FEIJÃO_F  2,07    <LQ   
LEITE_A       <LQ  

LEITE_B       <LQ  

LEITE_C       <LQ  

LEITE_D       <LQ  

LEITE_E       <LQ  

LEITE_F       <LQ  

LEITE_G         
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LEITEPÓ_B   <LQ      

LEITEPÓ_C       <LQ  

LEITEPÓ_D       <LQ  

LEITEPÓ_F 9,06          
 

 

4.5.1 AMOSTRAS DE ORIGEM VEGETAL 

 

Em todas as amostras de arroz foi encontrado o composto TNBP (0,6 a 5,4 

ng/g, média de 2,4 ng/g). Similarmente, no estudo de Zhang et al. (2020) também foi 

encontrado o composto TNBP em todas amostras de arroz que variou de 0,05 a 0,13 

ng/g (média de 0,08 ng/g).   

Segundo Zhang et al. (2016) os OPFRs estão presentes principalmente na 

proteína do arroz (todos os seis OPFRs analisados estiveram presentes na proteína 

do arroz, 93-96% do total dos OPFRs, enquanto que no amido do arroz continham 

apenas 3-5% do total dos OPFRs), pois por ser hidrofílica favorece a adsorção dos 

compostos. O arroz é uma espécie semiaquática que necessita de grande quantidade 

de água da chuva e irrigação de forma regular, e sendo a água um meio de ocorrência 

primário de OPFRs no ambiente, o arroz pode ser contaminado por estes compostos 

durante o cultivo. Zhang et al. (2020) constataram que a água é o principal meio de 

transferência dos OPFRs. Segundo os autores, a água foi responsável por 80% da 

entrada do compostos em relação à exposição por ingestão e absorção cutânea por 

meio da poeira. 

Além da água, o solo também pode desempenhar um papel importante no 

comportamento desses compostos, podendo ocorrer a bioacumulação dos OPFRs 

durante o plantio do arroz nos campos de cultivo. Além disso, os arrozais próximos à 

região urbana podem sofrer contaminação por OPFRs resultante da atividade de 

industrias de manufatura eletrônica e de plásticos (LIU et al., 2016; WANG et al., 

2018). 

  Segundo Zhang et al. (2020), a temperatura do ambiente também é um fator 

que pode influenciar no aumento da liberação de OPFRs. Além da temperatura, 

segundo os mesmos autores, a industrialização e densidade populacional também é 

um fator importante a ser analisado, sendo que as concentrações de OPFRs no arroz 
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das áreas industriais urbanas foram significativamente mais altas do que nas áreas 

rurais e agrícolas. 

 Assim como o arroz, o feijão também possui um elevado teor de proteínas e de 

amido, propiciando o acúmulo de OPFRs. Também foi encontrado o composto TNBP 

nas amostras de feijão (variou de 2,0 a 2,7 ng/g).    

Não foram encontrados estudos que reportassem  as concentrações de OPFRs 

em feijão (Phaseolus vulgaris L.). Porém, foi encontrado um estudo no feijão mungo 

(Vigna radiata L. Wilczek), sendo a espécie de feijão mais usada para investigar a 

biodisponibilidade de poluentes orgânicos (ZHANG et al., 2020). No estudo de Liu et 

al. (2019) foi encontrado no broto de feijão mungo o composto TBOEP na 

concentração 0,09 ng/g.   

Vale ressaltar que as características das espécies vegetais, como área de 

superfície, lipídios e composição podem influenciar nos níveis de compostos que são 

detectados (XING et al., 2010). A bioacumulação depende do conteúdo lipídico dos 

tecidos vegetais  pois são considerados o principal reservatório de contaminantes 

orgânicos não iônicos em plantas, principalmente os compostos orgânicos 

hidrofóbicos fortes (HUANG et al., 2010). 

 Alguns estudos investigaram o acúmulo de OPFRs nas plantas e constataram 

que podem se ligar as proteínas e lipídios, e em seguida são absorvidos pelas raízes 

das plantas.  O arroz possui 0,3% de gorduras e o feijão 1,2% (NEPA/UNICAMP, 

2006). Os OPFRs, após serem absorvidos pelo solo, são transportados para as partes 

aéreas das plantas via xilema e via floema (WAN et al., 2017).  No entanto, esses 

poluentes orgânicos podem ser móveis tanto no xilema quanto no floema, 

consequentemente podem ser transportados longas distâncias nas plantas, 

acumulando nas partes comestíveis do vegetal e assim aumentando o risco à saúde 

humana (WAN et al., 2017). O arroz e feijão são duas espécies de plantas temporárias 

e isso também pode determinar a quantidade de contaminantes que podem ser 

absorvidas pelos vegetais, pois não absorvem os contaminantes por um longo 

período.  

É importante ressaltar, que o arroz e feijão alimentam a metade da população 

mundial e são componentes fundamentais na dieta diária dos brasileiros, sendo 

essenciais na composição da <cesta básica= à população mais carente (FAO, 2004). 



54 
 

 
 

Portanto, torna-se imprescindível estudos que determinam a presença desses 

compostos em arroz e feijão. 

 

4.5.2 AMOSTRAS DE ORIGEM ANIMAL   

 

   Nas amostras de leite bovino e composto lácteo foram detectados os 

compostos EHDPHP e TCIPP, porém não foi possível quantificar os analitos nas 

matrizes, pois estiveram abaixo do MQL, exceto o composto TIBP (9,06 ng/g) no 

composto lácteo.  

No estudo de Wang; Kannan (2018), nos Estados unidos, foi encontrado uma 

média de 0,02 ng/g de EHDPHP e 0,07 ng/g de TDCIPP. No estudo de Chen et al. 

(2021), na China,  o  EHDPHP  foi um dos mais abundantes dos OPFRs analisados 

em leite bovino, contribuindo com 34% da média dos compostos. O EHDPHP é 

amplamente utilizado em embalagens plásticas de alimentos e seu uso foi relatado 

como a principal fonte de alta contaminação. 

Segundo Eulaerset et al. (2014), os OPFRs podem ser absorvidos pelos 

animais pela ingestão de alimentos e água. Porém, ainda há poucos estudos que 

enfocam na rota de absorção desses compostos pelos mamíferos, sendo a maioria 

dos estudos em peixes. Além disso, Poma et al. (2018) constataram que os alimentos 

também têm uma ligação importante com a contaminação durante o processamento 

industrial e manipulação, no entanto, os autores encontraram maiores níveis de 

OPFRs em alimentos processados em relação aos alimentos não processados.  

As partir da concentrações calculadas para cada OPFRs foi calculada a 

ingestão diária para homens e mulheres e comparado com os valores de dose de 

referências, para avaliar os riscos à saúde dos adultos brasileiros. 

 

4.6 ESTIMATIVA DA INGESTÃO DIÁRIA DOS OPFRs POR MEIO DA INGESTÃO 

DE ALIMENTOS (EDI) 

 

Entre os alimentos de estudo, foram estimados a ingestão de TNBP no arroz 

6,34 ng/Kg/dia para os homens e 4,34 ng/Kg/dia para as mulheres. Para o composto 

TPHP foi estimado uma ingestão de 24,2 ng/Kg/dia para mulheres e 35 ng/Kg/dia para 

os homens, como mostra a Tabela 7. Os compostos que estavam abaixo do LQM 
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foram quantificados como a metade do valor de LQM e esse valor foi utilizado para 

estimar o EDI. 

 

Tabela 7: Estimativa da Ingestão Diária (ng/Kg/dia) dos OPFRs para a população 

brasileira (homens e mulheres). 

 VDRa 

ng/Kg/dia 

Homens Mulheres 

 
Arroz Feijão Leite 

bovino 
Composto 

lácteo  Arroz Feijão Leite 
bovino 

Composto 
lácteo  

TNBP 24000 6,34 7,33   4,34 4,70   
TBOEP 15000  55    35   
TEHP 35000  3,4    2,2   
TPHP 70000 35    24,2    

TDCIPP 15000         
EHDPHP -   0,1 0,03   0,1 0,03 

TiBP -         
TCIPP 80000         

Valores de dose de Referências, HOU et al. (2016)a 

  

Para o feijão, o composto TNBP foi estimado 7,33 ng/Kg/dia para os homens e 

4,70 ng/Kg/dia para as mulheres. O composto TBOEP foi estimado 35 ng/Kg/dia para 

mulheres e 55 ng/Kg/dia para homens. Para o composto TEHP foi estimado 2,2 

ng/g/dia para mulheres e 3,4 ng/Kg/dia para homens. 

Para o leite bovino, o composto EHDPHP para mulheres foi 0,1 ng/Kg/dia e o 

mesmo para os homens, 0,1 ng/Kg/dia e para compostos lácteos foi de 0,03 ng/Kg/dia 

para ambos os sexos. 

Entre os alimentos de estudo, o maior valor de EDI correspondeu ao arroz e 

feijão, similar ao estudo de Zhang et al. (2016) para homens e mulheres. Em contraste, 

os menores valores de ingestão de OPFRs foi o leite bovino e os compostos lácteos. 

Entre os compostos, o TPHP e TBOEP corresponderam a maior dose de exposição 

dos OPFRs.  

 Para averiguar se essas doses diárias calculadas oferecem algum risco à 

saúde humana, os valores foram comparados com os valores de dose de referência 

(VDR) (ng/Kg/dia). Um risco à saúde humana é esperado quando ∑EDI estiver acima 

da VDR. A tabela 7 mostra que os valores do presente estudo dos OPFRs detectados 

foram inferiores aos valores de VDR, e, portanto, os níveis encontrados não 

representam um risco para a saúde humana. No entanto, mais estudos são 

considerados necessários, utilizando um maior número de amostras provenientes de 

diferentes partes do Brasil, e também avaliar a presença destes compostos em outros 



56 
 

 
 

alimentos de elevado consumo pelos brasileiros, e fim de realizar uma avaliação de 

risco mais completa relacionada à exposição humana a OPFRs pela via alimentar. 

 

 
5. CONCLUSÃO 

 

Com a finalidade de avaliar a presença de retardantes de chama e plastificantes 

organofosforados em alimentos de origem vegetal e animal há necessidade de 

desenvolver metodologias que forneçam precisão e exatidão adequados e assim ser 

possível avaliar a concentração desses contaminantes nos alimentos. O método 

analítico QuEChERS modificado demonstrou ser eficiente para determinação de 

OPFRs em leite líquido integral bovino, composto lácteo, arroz e feijão. Foi encontrado 

uma maior eficiência na limpeza dos extratos utilizando  PSA e C18  na etapa de d-

SPE, incluindo enxágue dos adsorventes após a d-SPE com acetato de etila. É 

importante avaliar a curva na matriz, pois se torna necessária para melhores 

resultados de recuperação. Foram detectados os compostos TNBP, TCIPP, TDCIPP, 

TPHP, TBOEP, EHDPHP e TEHP e foi possível avaliar a ingestão diária das mulheres 

e dos homens brasileiros afim de verificar a exposição aos compostos pelos alimentos 

de estudo.  Foi observado um maior valor para o arroz e feijão e os compostos TPHP 

e TBOEP, porém nenhum composto excedeu os valores de referencia, e portanto as 

concentrações observadas neste estudo não representam um risco à saúde humana.  

Contudo, é de suma importância mais estudos relacionados à geração de dados de 

exposição humana a OPFRs através do consumo de alimentos para que uma 

avaliação de risco mais completa possa ser realizada , e estes dados podem servir de 

base para tomadas de decisões políticas que visam a proteção da saúde humana. 
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7. ANEXO I 

Resultados obtidos nos testes t pareado em relação as curvas das amostras de arroz, 

feijão, leite integral bovino e composto lácteo (intervalo de confiança de 95%). 

  Arroz Feijão Leite 
Composto 

Lácteo 

Composto Curvas tcalculado tcrítico tcalculado tcrítico tcalculado tcrítico tcalculado tcrítico 
TIBP CS 3,7 2,7 3,5 2,7 4,1 2,7 3,9 2,7 

TnBP 
CEBP 3,4 2,7 3 2,7 2,8 2,7 2,7 2,7 

CS - - - - - - - - 

TCEP 
CEBP 1,3 2,7 0,08 2,7 1,3 2,7 0,7 2,7 

CS 1,6 2,7 0,1 2,7 0,5 2,7 0,2 2,7 

TCIPP 
CEBP 1,3 2,7 2 2,7 0,6 3,1 0,7 2,7 

CS 0,3 2,7 1,1 2,7 0,1 3,1 0,03 2,7 

TDCIPP 
CEBP 2,5 2,7 1,8 2,7 - - - - 

CS 5,5 4,3 3 4,3 - - - - 

TPHP 
CEBP 8,1 2,7 1,3 2,7 5,5 2,7 2,2 2,7 

CS 6,3 2,7 0,2 2,7 4,8 2,7 13,8 2,7 

TBOEP 
CEBP - - - - - - - - 

CS 2,4 2,7 5,9 2,7 - - - - 

EHDPHP 
CEBP 1,7 2,7 3 2,7 3,2 2,7 7,8 2,7 

CS 4,5 2,7 5,7 2,7 1,6 2,7 2,0 2,7 

TEHP 
CEBP - - - - - - - - 

CS 4,4 2,7 6,7 2,7 1,6 4,3 25,2 3,1 

TMPP 
CEBP 1,6 3,1 1,3 3,1 0,9 3,1 5,1 3,1 

SC 1,2 3,1 1,0 3,1 0,7 3,1 17,5 3,1 
- Não foi possível realizar o test t, pois não foi obtida uma boa linearidade da CS, CEBP ou 

CEM 

Dados em negrito indicam que houve diferença significativa  


