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RESUMO

O bisfenol-A (BPA) é um composto sintético plastificante amplamente produzido e
utilizado em todo o mundo. Tem-se investigado a capacidade de agdo do BPA no
organismo como desregulador enddcrino mimetizando horménios estrogenos. Além
dos efeitos desreguladores enddcrinos, estudos sugerem que o BPA também pode
atuar através de uma variedade de mecanismos, como transferéncia de elétrons,
geracao de espeécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo. Devido aos altos
volumes de producido e descarte de produtos sintetizados a partir de BPA como,
plastico de policarbonato, resinas epdxi, retardante de chamas e outros produtos,
tem sido amplamente detectado em ambientes terrestres e aquaticos. O mexilhdo
dourado possui habito alimentar filtrante, comportamento gregario, grande
densidade populacional e pode ser utilizado como sentinela ambiental na deteccao
de poluentes. O objetivo deste estudo foi desenvolver uma metodologia analitica de
baixo custo para identificar e quantificar o BPA em tecidos de mexilhdo dourado. Foi
utilizado um método de pré-concentragao por liofilizagdo, seguido de extragao por
solvente (metanol 80% + agua 20%) sob sonicagéo. Os extratos foram quantificados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Diferentes métodos de secagem
de amostras foram testados: fluxo de nitrogénio, forno de laboratério a 40° C e
dessecador de vidro com silica gel. O objetivo das diferentes metodologias de
secagem foi a reducao de custos, sendo que o dessecador de vidro foi escolhido por
apresentar uma recuperacao eficiente com menor custo de manutencéo. Os limites
de detecgdo e quantificagdo foram 0,0023 upg.mL' e 0,0465 pg.mL
respectivamente para o BPA. O BPA detectado nas amostras de mexilhdo dourado
foi de 0,8365 pg.mL'. O método desenvolvido é uma extracdo solido-liquido
ecologicamente correta e de baixo custo. Em decorréncia da pandemia nao foi
possivel concluir todos os parametros de validacao e as diferentes extracbes por

solvente propostas.

Palavras-Chave: Cromatografia; Desreguladores enddcrinos; CLAE; Mexilho.



ABSTRACT

Bisphenol-A is a synthetic plasticizer compound distributed worldwide.

Bisphenol-A (BPA) has been investigated due to the ability to act in the body as an
endocrine disruptor. In addition to the endocrine disrupting effects, studies suggest
that BPA can also act through a variety of mechanisms, such as electron transfer,
producing reactive oxygen species and oxidative stress. Due to the high production
volumes and disposal of products synthesized from BPA such as polycarbonate
plastic, epoxy resins, flame retardants and other products, it has been widely
detected in terrestrial and aquatic environments. The golden mussel has filter habit,
gregarious behavior, high population density and it can be used as an environmental
sentinel to detect pollutants. The objective of this study was to develop a low-cost
analytical methodology to identify and quantify BPA in golden mussel tissues. A
method for pre-concentration using lyophilization, followed by a solvent extraction
(methanol 80% + water 20%) under sonication was used.The extracts was
quantification using a high performance liquid chromatography (HPLC). Different
drying sample methods were tested: nitrogen flow, laboratory oven at 40° C and
glass desiccator with silica gel. The objective for different drying methodologies was
to reduce costs; the glass desiccator was chosen because it showed an efficient
recovery with lower maintenance costs. The detection and quantification limits were
0,0023 ug.mL" and 0,0465 ug.mL™" respectively for the BPA. The BPA detected in the
golden mussel samples was 0,8365 pg.mL'. The method developed is an
environmentally friendly solid-liquid extraction with low cost. As a result of the
pandemic, it was not possible to complete all the validation parameters and the

different proposed solvent extractions.

Keywords: Chromatography; Endocrine disruptors; HPLC; Mussel
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1 INTRODUGAO

O Bisfenol-A 2,2-bis (4-hidroxifenil) propano ou BPA é um composto organico
sintético plastificante com propriedades de atuar no sistema enddcrino, este
composto pode ser encontrado em todo o mundo, com grande producao desde a
década de 1960 (STAPLES et al., 1998). O mercado global de bisfenol-A foi
responsavel pela movimentagdo de US $ 17 bilhdes em 2016 e deve chegar a US $
31 bilhdes em 2026 devido aumento na demanda de plasticos policarbonato e
resinas epoxi (Research and Markets, 2018) e devera atingir produgao superior a 10
milhdes de toneladas para a década de 2020 (Research and Markets, 2016), sendo
um dos compostos mais produzidos no mundo.

Tem-se investigado a capacidade de agcéo do BPA no organismo devido sua
estrutura quimica (figura 1), com dois anéis fendlicos insaturados, que mimetiza
alguns horménios (JIMENEZ-DIAZ et al., 2010).

HO OH

Figura 1: Estrutura molecular do BPA. Fonte: (DAI et al., 2016).

Em estudos In vitro foi observado que O BPA possui atividade estrogénicas
fracas, mais de 1.000 -15.000 vezes menos potente do que o estradiol ou o estriol
(MILLIGAN; BALASUBRAMANIAN; KALITA, 1998). Além dos efeitos desreguladores
endocrinos, estudos sugerem que o BPA também pode atuar através de uma
variedade de mecanismos, como transferéncia de elétrons, geracdo de espécies
reativas de oxigénio e estresse oxidativo (KOVACIC, 2010).

No ambiente é encontrado em concentragdes na ordem de ug.L ' ou ng.L -
(OEHLMANN et al., 2009). Devido aos altos volumes de producéo e descarte de
produtos sintetizados a partir de BPA como, plastico de policarbonato, resinas epoxi,
retardante de chamas e outros produtos, tem sido amplamente detectado em
ambientes terrestres e aquaticos (BOLZ; HAGENMAIER; KORNER, 2001). As
descargas de aguas residuais representam a principal via de contaminagao destes
ambientes (IM; LOFFLER, 2016).

Em ambientes aquaticos, o BPA apresenta maior degradabilidade em

temperaturas (25°C) quando comparada a temperaturas inferiores e na agua doce


https://paperpile.com/c/LJaAHU/uoVGx
https://paperpile.com/c/LJaAHU/VrOVG
https://paperpile.com/c/LJaAHU/4xamm
https://paperpile.com/c/LJaAHU/ladJH
https://paperpile.com/c/LJaAHU/3I95Q
https://paperpile.com/c/LJaAHU/XoXTV
https://paperpile.com/c/LJaAHU/XKZha
https://paperpile.com/c/LJaAHU/3bQeM

quando comparadas a agua do mar, o composto comega a degradar no ambiente
apo6s 50 dias, dada a sinergia entre luz e temperatura (KOCAMAN; OZHAN, 2019).
Rios apresentam maiores aportes quando comparados aos mares (OZHAN;
KOCAMAN, 2019), no entanto, as condigdes bidticas e abidticas de cada regido
pode influenciar na degradagéo do BPA (IM; LOFFLER, 2016).

No ambiente natural, O BPA foi detectado em 100% de amostras de peixes
(Liza aurata e Platichthys flesus) e bivalves (Mytilus galloprovincialis, Mytilus spp.,
Chamalea gallina e Crassostrea gigas) da costa de Portugal, Espanha, ltalia,
Holanda e Noruega (ALVAREZ-MUNO?Z et al., 2015).

Mexilhdes marinhos Mpytilus galloprovincialis demonstraram capacidade de
biocumular BPA em seus tecidos, sendo que o composto apresentou meia vida de
26 dias (CERKVENIK-FLAJS et al., 2018; SALGUEIRO-GONZALEZ et al., 2016);
(GATIDOU; VASSALOU; THOMAIDIS, 2010). A exposigao a concentragdes de BPA
ambientais resultou em efeitos imunomoduladores, genotdxicos e disruptivos
evidentes em mexilhdes marinhos Perna viridis (JUHEL et al., 2017). No bivalve de
agua doce Unio tumidus o BPA causou o efeito oxidativo através da deplegcédo nos
niveis de glutationa (GSH) aumentando a sua oxidagdo, aumento substancial nos
niveis de piruvato, desintegracdo lisossomal, e diminuigdo no nivel da enzima
apoptética caspase-3 (GNATYSHYNA et al., 2019).

Os bivalves sao amplamente utilizados como sentinelas ambientais para
detectar poluentes ambientais, podendo ser utilizados como biomonitores de
contaminantes nas comunidades bentdnicas (KING et al., 2004). Devido a estes
organismos terem ampla distribuicdo, grande densidade populacional e
caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas peculiares, como por exemplo o habito
filtrante, permite remover poluentes como metais pesados, agrotdxicos e toxinas
presentes nas aguas e bioacumular em seus tecidos (ROCHA et al., 2009;
VIDAL-LINAN et al., 2016). O metabolismo complexo dos mexilhées combinado com
a maturidade sexual precoce, alto indice de fecundidade e ampla tolerancia
ambiental permite a estes organismos adaptar-se a diferentes condicées ambientais
(NAMIESNIK et al., 2008).

O molusco bivalve mexilhdo-dourado Limnoperna fortunei (Dunker, 1857) é
um espécie invasora nativa dos rios e riachos do sudeste asiatico. Seu primeiro
registro no Brasil foi no lago Guaiba no inicio dos anos 90, provavelmente oriundo
da agua de lastro de navios cargueiros (MANSUR; RICHINITTI; SANTOS, 1999).


https://paperpile.com/c/LJaAHU/LqOjU
https://paperpile.com/c/LJaAHU/7HGpv
https://paperpile.com/c/LJaAHU/7HGpv
https://paperpile.com/c/LJaAHU/3bQeM
https://paperpile.com/c/LJaAHU/yBz7I
https://paperpile.com/c/LJaAHU/QMZgK+hLHCI
https://paperpile.com/c/LJaAHU/DIq2y
https://paperpile.com/c/LJaAHU/gmTzk
https://paperpile.com/c/LJaAHU/Nsw8k
https://paperpile.com/c/LJaAHU/TWWM8
https://paperpile.com/c/LJaAHU/7fm8e+HSyYx
https://paperpile.com/c/LJaAHU/7fm8e+HSyYx
https://paperpile.com/c/LJaAHU/fdTCT
https://paperpile.com/c/LJaAHU/tPlO9

Desde de entdo o mexilhdo-dourado se dispersou por centenas de quildmetros nos
ambientes limnicos brasileiros (KARATAYEV et al., 2007).

1cm

Figura 2: Espécimes de mexilhdo-dourado adulto incrustados no substrato (a
esquerda) e isoladamente (a direita). Fonte: (AVILA-SIMAS et al., 2019).

Espécies de mexilndes invasores apresentam sensibilidade, capacidade de
adaptacado e bioacumulagado de diferentes tipos de poluentes (DO AMARAL et al.,
2019; EL HAJ; BOHN; SOUZA, 2019; NAMIESNIK et al., 2008). O mexilhdo-dourado
€ uma espécie com tais caracteristicas e, portanto, um potencial modelo biolégico de
sentinela ambiental e ideal para a deteccdo do BPA, uma vez que a presencga deste
composto em agua pode ser dificil de quantificar devido a baixas concentragées no
ambiente.

Existe a necessidade de impulsionar a pesquisa e inovagao para tecnologias
de tratamento novas e econdmicas, de acordo com a absorgao, modo de agdo e
consequéncias de cada contaminante emergente (EMERGING POLLUTANTS IN
THE ENVIRONMENT: PRESENT AND FUTURE CHALLENGES IN
BIOMONITORING, ECOLOGICAL RISKS AND BIOREMEDIATION, 2015).

Um desafio no monitoramento de poluentes como o BPA em matriz bioldgica
é a dificuldade de encontrar métodos analiticos confiaveis devido as baixas
concentragdes presentes no ambiente e nas matrizes. Os métodos cromatograficos
atualmente estdo entre os mais utilizados na separacdo, identificacdo e

quantificacao, devido a sua alta seletividade e sensibilidade.

1.1 Justificativa

Bisfenol-A € uma das substadncias mais produzidas no mundo, mas €


https://paperpile.com/c/LJaAHU/e7xGC
https://paperpile.com/c/LJaAHU/FAia
https://paperpile.com/c/LJaAHU/LUfM5+wXvGA+fdTCT
https://paperpile.com/c/LJaAHU/LUfM5+wXvGA+fdTCT
https://paperpile.com/c/LJaAHU/eSoLi
https://paperpile.com/c/LJaAHU/eSoLi
https://paperpile.com/c/LJaAHU/eSoLi

considerada micropoluente devido a baixa concentracdo necessaria para produzir
um efeito nocivo em organismos. Esta substancia apresenta acgéao fisioldgica em
animais como desregulador enddcrino que possui capacidade estrogénica. Para que
estudos de toxicologia ambiental, ensaios fisiolégicos, dentre outros, possam ser
realizados faz-se necessario quantificar a concentracdo de BPA em diferentes
matrizes, grande parte em agua e tecidos biolégicos. Existe uma dificuldade
metodolégica em quantificar BPA devido a baixa concentragcéo presente no ambiente
e a complexidade de tecidos biologicos. Desta forma, este trabalho propde o
desenvolvimento de um processo capaz de extrair BPA de matrizes bioldgicas,
através de uma inovagcdo metodolégica, capaz de detectar e quantificar esta
substancia.

Neste contexto buscou-se desenvolver uma metodologia capaz de detectar e
quantificar o BPA em uma matriz complexa, sendo o mexilhdo-dourado um modelo
ideal pois a espécie encontra-se abundante no ambiente natural, de facil coleta e

manuseio.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Desenvolver uma metodologia analitica combinando etapas de extragdo sob
ultrassom e determinagdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) do
bisfenol-A a partir da matriz bioldgica Limnoperna fortunei.

1.2.1 Objetivos Especificos
- Desenvolver metodologia de extragao solido-liquido para bisfenol-A em matriz
bioldgica.
- Testar a eficiéncia de diferentes solventes na extragao do bisfenol-a
- Avaliar diferentes condigdes cromatograficas para determinacdo de

bisfenol-A.

- Verificar os parametros de validacdo: seletividade, linearidade, limite de

deteccao, limite de quantificagao, precisao e exatidao.

- Determinar e quantificar bisfenol-A no mexilhdo-dourado coletado no Arroio
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Desreguladores endocrinos

A poluicdo ambiental € um grave problema que influencia a saude humana e
do ambiente. Produtos quimicos prejudiciais que afetam adversamente os processos
ambientais sado considerados poluentes quando se acumulam acima dos niveis
naturais ou quando exercem toxicidade (LANDRIGAN et al., 2018). Estes poluentes
podem afetar gradativamente o organismo, e este pode ser exposto a concentragdes
potencialmente  prejudiciais a saude (GBD 2015 RISK FACTORS
COLLABORATORS, 2016; LANDRIGAN et al., 2018).

Produtos quimicos que atuam como desreguladores do sistema enddcrino,
sdo compostos xenoestrogénios capazes de interferir nas vias de sinalizagdo de
hormonios por meio de atividades estrogénicas ou androgénicas, sao praticamente
onipresentes no ambiente com constantes aportes em decorréncia da sua
importancia econdmica, tornam os desreguladores enddcrinos uma questéo incerta
para a saude humana e ambiental (MCLACHLAN, 2001; MOLINE et al., 2000).

Contaminantes emergentes sao poluentes presentes no ambiente que ainda
nao foram regulamentados pelos 6rgaos ambientais, mas com potencial de causar
alteragdes no ambiente e trazer risco para a saude humana e ambiental (USEPA -
United States Environmental Protection Agency). Dentre os poluentes emergentes
estdo uma ampla gama de produtos quimicos sintéticos, como pesticidas,
cosméticos, produtos de higiene pessoal e domésticos, produtos farmacéuticos,
plastificantes entre outros (ASIMAKOPOULOS; BLETSOU; THOMAIDIS, 2012).
Sendo o BPA um produto de alta incidéncia de uso e grande ocorréncia nas aguas,
este composto deve ser priorizado em estudo de monitoramento (MATTA et al.,
2012).

2.2 O Bisfenol-A

O Bisfenol-A (2,2 bis(4-hydroxyphenyl)propane) ou BPA é um composto
quimico sintético, comercialmente importante para a producdo de polimeros, que
apresentam excelentes propriedades mecanicas, baixa adsorcdo de umidade e
estabilidade térmica (MICHALOWICZ, 2014)

Em condigdes ambientais normais de temperatura e pressdo, o BPA é

encontrado no estado sdélido apresenta coloracdo branca e € comercializado na


https://paperpile.com/c/LJaAHU/mB4ht
https://paperpile.com/c/LJaAHU/mB4ht+ffTxa
https://paperpile.com/c/LJaAHU/mB4ht+ffTxa
https://paperpile.com/c/LJaAHU/kA0Zg+KYfNm
https://paperpile.com/c/LJaAHU/xMHPV
https://paperpile.com/c/LJaAHU/DVCvQ
https://paperpile.com/c/LJaAHU/DVCvQ
https://paperpile.com/c/LJaAHU/vVPHu

forma de pd ou cristais. As propriedades fisico-quimicas do BPA e seus analogos
estdo presentes na tabela 1 e as suas estruturas moleculares estdo representados
na figura 3. O coeficiente de particdo octanol-agua (log Kow) de 3,32 permite que o
composto tenha solubilidade moderada em agua e possui baixos fatores de
bioconcentragdo e bioacumulagdo 172,7 e 172,8, respectivamente (CHEN et al.,
2016).

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas do bisfenol-A e seus principais analogos

o mj:§3|ar Meia-vida (dias)

Bisfenois CAS ———————— lLogKow LogKa - Fbc Fba
g/mol Atmosfera Agua Solo Sedimento

BPA 1980-05-07 228,29 332  -9427 0,067 375 75 3375 1727 1728
BPA-DGE 1675-54-3 340,41 3,84  -8,746 0,08 60 120 5417 399,9 400,5
BPAF 1478-61-1 336,23 4,47  -7,634 0,067 180 360 1620,8 639,3 643
BPAP 1571-75-1 290,36 486  -10,643 0,063 37,5 75 3375 2497 250,1
BPB 77-40-7 242,31 413 -9,302 0,066 375 75 3375 1702 1703
BPBP 1844-01-05 352,43 6,08  -11,858 0,06 375 75 3375 3851 4164
BPC 79-97-0 256,34 474 9339 0,054 375 75 3375 1126 1126
BPC-Dichloride 14862'03'0 281,13 375  -10,548 0,079 375 75 3375 2275 2276
BPE 2081-08-05 214,26 3,19 9,55 0,065 15 30 135 4561 4561
BPF 620-92-8 200,23 306 9672 0,065 15 30 135 28,02 28,02
BPG 127-54-8 312,45 6,55 -8849 0,053 375 75 337,5 2842 3547
BPM 13595-25-0 346,46 625  -10,23 0,059 60 120 5417 1970 9079
BPP 2167-51-3 346,46 625  -10,23 0,062 60 120 5417 1970 9079
BPPH 24038-68-4 380,48 717 -11,656 0,083 375 75 3375 1928 5859
BPS 1980-09-01 250,27 1,65  -12,957 0,368 15 30 135 3535 3535
BP-TMC 1291i8'99' 310,43 6,29  -9,044 0,061 60 120 541,7 6842 1042
BPZ 843-55-0 268,35 5 9,413 0,062 375 75 3375 2714 2721

Log Kow- Log do coeficiente de particao octanol-agua; Log Ka - Log do coeficiente de particdo ar-agua;

Fbc - Fator de bioconcentragéo (L/Kg peso umido); Fba - Fator de bioacumulagéo (L/Kg peso umido)

Adaptado de: (CHEN et al., 2016)
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Figura 3: Estruturas quimicas dos analogos do bisfenol-A. Fonte: (CHEN et al.,
2016)

Bioacumulacdo €& um processo pelo qual uma substadncia quimica ou
compostos quimicos, sao absorvidos no organismo por todas suas vias de
exposicao de forma direta, como ocorre no ambiente, ou seja, fontes ambientais e
alimentares (BURKHARD, 2021). A bioacumulagdo é o resultado liquido de
processos concorrentes de absor¢do quimica no organismo na superficie
respiratéria e da dieta e eliminagcdo quimica do organismo, incluindo trocas
respiratorias, egestao fecal, biotransformacdo metabdlica do composto original e
diluicdo do crescimento. O grau em que ocorre a bioacumulagao pode ser expresso
como um fator de bioacumulacdo (FBA) determinado através da equagao [1]
(ARNOT; GOBAS, 2006).

[1] FBA = concentragdo no organismo (g.kg — 1)
" concentragio livre dissolvidana d4gua (g - L — 1)

Bioconcentragdo € o processo pelo qual uma substancia quimica € absorvida
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por um organismo do meio ambiente apenas através de suas superficies
respiratorias e dérmicas, ou seja, a exposigdo quimica na dieta ndo esta incluida
(BURKHARD, 2021). E o resultado liquido de taxas concorrentes de absorcéo
quimica na superficie respiratoria e eliminagdo quimica, incluindo troca respiratoria,
egestdo fecal, biotransformacdo metabdlica do composto original e diluicdo do
crescimento. A diluicdo do crescimento € considerada um processo de
“pseudo-eliminagdo”, uma vez que o produto quimico ndo € realmente eliminado
pelo organismo, mas a concentragao pode ser diluida por um aumento no volume do
tecido. O grau em que ocorre a bioconcentracdo é expresso como o fator de
bioconcentragcdo (FBC) determinado através da equacgado [2] (ARNOT; GOBAS,
2006).

[2] FBC = concentragdo no organismo (g.kg — 1)
~ concentragio livre dissolvida na dgua (g - L — 1)

Ambos FBC e FBA sao geralmente calculados como a razdo, em equilibrio,
entre a concentracdao na biota e a concentracao de exposi¢cao. Embora os calculos
de FBA e FBC sejam geralmente os mesmos, as interpretagdes sao ligeiramente
diferentes, com o acumulo em organismos originando-se da agua apenas para o
FBC e de fontes de agua e dieta para o FBA. Portanto, em geral, o FAB é derivado
de medicbes em ambientes naturais e o FBC é mais facilmente medido em
condigdes de laboratério (BURKHARD, 2021; MCGEER et al., 2003).

2.3 Bisfenol-A no ambiente

O bisfenol-A é um produto amplamente documentado como uma substancia
prejudicial a saude humana e animal, apresentando potencial genotoxico, toxicidade
reprodutiva, efeitos de desregulagdo enddcrina, citotoxicidade e neurotoxicidade (Y.
Chen et al. 2016; Pelch et al. 2019).

O BPA e seus produtos de degradagao sao liberados durante a producéo,
uso, envelhecimento e descarte de produtos, e entram nos corpos hidricos por meio
de deposicdo atmosférica, descarte de efluentes, escoamento e esgoto urbano
(USMAN; AHMAD, 2016).

O BPA apresenta maior degradabilidade em ambientes aquaticos em

temperaturas de aproximadamente 25°C quando comparada a temperaturas
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inferiores e na agua doce quando comparadas a agua do mar. Rios apresentam
maiores aportes quando comparados aos mares (OZHAN; KOCAMAN, 2019), no
entanto, as condigcbes bidticas e abidticas de cada regido podem influenciar na
degradagdo do BPA (IM; LOFFLER, 2016). O foco em produtos quimicos
persistentes e de bioacumulagdo pode levar a ignorar produtos quimicos polares e
instaveis, contudo, esses produtos quimicos sao toxicos e sempre presentes devido
a pseudo-persisténcia (JOHNSON et al., 2017).

A Agéncia Europeia de Produtos Quimicos (ECHA) colocou em 2018 o BPA
na lista de substancias de grande preocupagao devido a propriedade de atuar no
sistema endocrino (SEVEN NEW SUBSTANCES ADDED TO THE CANDIDATE
LIST, ENTRY FOR BISPHENOL-A UPDATED - ALL NEWS - ECHA, 2018). No
entanto, a simples substituicdo do BPA que é legalmente regulamentada para outros
bisfendis pode resultar em maior contaminagdo do meio ambiente (FRANKOWSKI et
al.,, 2020). Ja foram documentados um total de 16 analogos de bisfenol para
aplicagdes industriais (Tabela1) (CHEN et al., 2016). Além disso, essas
substituigdes vém ocorrendo com maior frequéncia por bisfenol-F (BPF) e bisfenol-S
(BPS) podem néo ser alternativas seguras (MENDY et al., 2020).

O BPS é o substituinte mais utilizado em produtos livres de BPA e sua
concentracdo vem aumentando continuamente com a proibicdo do BPA, o que se
reflete na sua presenga no ambiente (QIU et al., 2019).

Para os microrganismos do solo, dentre os bisfendis A, F e S, o BPF é
considerado o mais toxico, seguido por BPS e BPA (ZABOROWSKA,;
WYSZKOWSKA; BOROWIK, 2020). Assim como o BPA, o bisfenol-S
(4,4'-Sulfonyldiphenol) vem sendo amplamente utilizado na fabricagéo de resinas de
policarbonato, resina epoxi retardante de chamas e outros produtos, vem sendo
amplamente detectado em ambientes terrestres e aquaticos (BOLZ; HAGENMAIER,;
KORNER, 2001). O BPS também apresenta propriedades de desregulador
enddécrino, no entanto seus efeitos sdo estrogénicos e anti-androgénicos fracos
(ROCHESTER; BOLDEN, 2015). O BPS mostra efeitos moleculares e biologicos
diferentes do BPA, indicando um mecanismo especifico do composto. Assim como o
BPA, o BPS possui efeitos ndo monoténicos, pode participar de desregulagdes
metabdlicas que podem contribuir para processos envolvidos em sobrepeso,
obesidade, sindrome metabdlica (HELIES-TOUSSAINT et al., 2014).

Portanto, a deteccdo e monitoramento destes compostos no ambiente deve
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ser exaustiva para que possam ser desenvolvidas legislagdes especificas capazes

de especificar o uso de compostos nocivos.
2.4 Metodologias analiticas para determinagao de bisfenol-A

A demanda por métodos analiticos sensiveis, precisos e modernos para
determinar compostos organicos em matrizes complexas com baixos niveis de
concentracdo do analito de interesse sao cada vez mais requisitadas. As principais
etapas nos processos analiticos sdo amostragem, preparagdo da amostra, analise
instrumental e processamento de dados, e qualquer uma delas pode afetar
efetivamente o desempenho da analise (ZAMBONIN; ARESTA, 2021).

Varios procedimentos analiticos vém sendo aplicados para a determinagao de
compostos organicos em amostras biologicas, desde técnicas convencionais de
extracdo, até técnicas automatizadas. O principal desafio para a determinacao de
compostos organicos na biota é a complexidade das matrizes, que tém alto teor
organico e lipidico, e conter varios interferentes para as analises cromatograficas
(OMAR; ARIS; YUSOFF, 2021).

A cromatografia € uma das técnicas mais empregadas para a determinagéo
de plastificante em diferentes amostras. Atualmente para determinar BPA nas
matrizes ambientais, alimentos, plasma humano e amostras de urina sao utilizados
diferentes métodos cromatograficos com diversos métodos de extragdo. Os métodos
classicos de extracdo comuns adotados para a determinacdo de BPA incluem
métodos de extragcdo a base de solvente, como extragcdo em fase sdlida do inglés
Polid phase Extraction (SPE), extracdo por soxhlet e extracdo auxiliada por
micro-ondas (ABRAHAM; CHAKRABORTY, 2020).

Dentre as técnicas mais modernas estdo SPME (Microextragdo em Fase
Sdlida, do inglés Solid-Phase Microextraction), a SBSE (Extracdo Sortiva em Barra
de Agitacao, do inglés Stir-Bar Sorptive Extraction), a BAuUE (Microextragao em Barra
Adsortiva, do inglés Bar Adsorptive Microextraction)), a DPX e a LPME
(Microextragado em Fase Liquida, do inglés Liquid-Phase Microextraction).

Os extratos das amostras sdo analisados por meio de instrumentos
altamente sensiveis como cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa do inglés Liquid
Chromatography Mass Spectrometry (LC-MS) e cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massa do inglés Gas Chromatography Mass Spectrometry
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(GC-MS) (GHAZALI; JOHARI, 2015).
2.5 Parametros avaliados na validagao da metodologia

Os parametros avaliados em um método analitico, fazem parte do
desenvolvimento do método onde as figuras de mérito sdo utilizadas para confirmar
o0 metodo desenvolvido.

Muitos estudos ja foram desenvolvidos para a determinagcdo de compostos
organicos em matrizes complexas, no entanto boas técnicas analiticas ndo s&o
suficientes para garantir a confiabilidade dos dados. Existe a necessidade de
comparar a qualidade das determinagdes quimicas de forma rastreavel e confiavel.
Para assegurar a confiabilidade do método analitico e gerar dados interpretaveis da
amostra, a metodologia deve passar por uma série de validagdes. Segundo a
ANVISA (2017) a validacdo de uma metodologia analitica deve demonstrar que o
método analitico produz resultados confidveis e € adequado a finalidade a que se
destina, € necessario a validacdo do método através dos seguintes parametros:
seletividade, linearidade, efeito da matriz, faixa de trabalho, precisdo, exatidao

(recuperacgao), limites de detecg¢ao e quantificagéo.

2.5.1 Seletividade

A seletividade é o primeiro parametro a ser considerado durante a validagao
da metodologia analitica, ela permite a execugdo de demais parametros como, a
linearidade, a precisdo e a exatiddo. Seletividade é a capacidade de medir com
precisdo o0 analito na presenca de outros componentes, como produtos de
degradacao, impureza e composi¢cao da matriz. Seletividade demonstra que o pico
de resposta é exclusivamente do composto de interesse (LANCAS, 2004). Deve ser
demonstrada por meio da capacidade de identificar ou quantificar o analito de
interesse, inequivocamente, na presenca de componentes que podem estar
presentes na amostra (AVISA, 2017). A seletividade é avaliada examinando os
brancos cromatograficos (de uma amostra que nado contém analito) na janela de
tempo esperada do pico do analito e medir exatamente o componente de interesse
na presenga de interferentes como impurezas, produtos de degradacédo e
componentes da matriz (STAUFFER, 2018).
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2.5.2 Linearidade

A linearidade é a capacidade do método de fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo do analito, dentro de uma determinada faixa de
trabalho (LANCAS, 2004). A linearidade deve demonstrar a capacidade do método
de obter respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra dentro de um intervalo especificado (ANVISA, 2017). Sendo obtida através
do padronizagdo interno ou externo, onde por meio de expressdo matematica
(STAUFFER, 2018). A linearidade do método pode ser determinada a partir da
relagdo matematica entre o sinal medido e a concentracdo da espécie do analito de
interesse  (ANVISA, 2017). O gréafico de linearidade devera ser tragado
(Concentragéo vs. Resposta da Area do Pico) geralmente obtida por uma equagao
de reta y = ax + b, chamada de curva analitica (STAUFFER, 2018).

A linearidade é determinada pela inje¢ao de uma série de padrdes de solugao
estoque/solucédo estoque diluida usando o solvente/fase mével, em um minimo de
cinco concentragdes diferentes faixas de trabalho esperada. Recomenda-se que a
linearidade seja determinada pela analise de no minimo 5 concentragdes diferentes
(Langas 2004).

2.5.3 Efeito da matriz

Matrizes complexas podem ter elevado efeito de matriz, com efeitos que
podem diminuir ou aumentar o sinal do analito, que pode ser resolvido através da
utilizacdo de um padrédo interno com estrutura semelhante a do composto a ser
analisado ou composto isotopicamente marcado, onde a area sera comparada nas
solugcbes padrao e na matriz para verificar se houve alguma variagéo nas areas dos
compostos devido ao efeito de matriz (HERNANDEZ et al., 2007). O efeito da matriz
deve ser determinado por meio da comparagao entre os coeficientes angulares das
curvas de calibragdo construidas com o padrao do analito em solvente e com a

amostra fortificada com o padrao do analito (ANVISA, 2017).

2.5.4 Faixa de trabalho

A faixa de trabalho de um meétodo analitico é o intervalo entre os niveis
superior e inferior que demonstraram ser determinados com precisao, exatidao e

linearidade usando o método definido. Este intervalo sera o intervalo de
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concentracdo em que o teste de Linearidade é feito (RAO, 2018).
A faixa de trabalho deve ser estabelecida a partir dos estudos de linearidade,

juntamente com os resultados de precisao e exatidao (ANVISA, 2017).

2.5.5 Precisao

A precisao é determinada a partir da analise de dispersao de resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes
ou padrdes, sob condi¢cdes definidas. Sendo denominada de precisado intermediaria
o feito das variagcbes dentro do laboratorio de acordo com eventos como diferentes
como dias ou analistas ou equipamentos e/ou a combinacdo destes fatores
(RIBEIRO et al., 2008).

A precisao do método € o grau de concordancia entre os resultados do teste
individual quando o processo é repetidamente aplicado a varias amostras. A
precisdo € obtida através da medida de uma série de injegbes do padrdao ou
analisando uma série de amostras de varias amostras homogéneas. De acordo com
o desvio padrao medido (SD) e o valor médio, a precisdo como o desvio padréao
relativo (% rsd) é calculada (RAO, 2018).

A precisdo indica o grau de consisténcia entre uma série de medi¢des feitas
sob condicdes especificas. Pode ser calculada através da determinacdo do desvio
padrao, o intervalo de confianga da média ou o desvio padréo relativo (WEST et al.,
2006). Deve-se avaliar a proximidade entre os resultados obtidos por meio de
ensaios com amostras. A precisdo deve ser expressa por meio da repetibilidade, da

precisdo intermediaria ou da reprodutibilidade dos dados (ANVISA, 2017).

2.5.6 Exatidao

A exatidao pode ser definida como a concordancia ou aproximagao entre a
média do valor observado ou estimado e o valor tedrico considerado verdadeiro.
Expresso em erro relativo ou absoluto, tendo como métodos mais utilizados,
materiais de referéncia, comparagao de métodos, ensaios de recuperagao e adigao
de padrdao (WEST et al., 2006). Devido a impossibilidade de se trabalhar com
amostras certificadas do analito na matriz estudada, as amostras padrdo sao
realizadas através da adigao do analito em amostra branco. Sendo assim, a exatidao
€ determinada para cada concentragdo dos controles de qualidade através da

concordancia das concentragdes medidas e nominais do analito na amostra
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adicionada (RIBEIRO et al., 2008) Para matrizes complexas utiliza-se adigado de
substancia de pureza conhecida, no qual quantidades conhecidas do analito sdo
adicionadas na amostra (ANVISA, 2017).

2.5.7 Limite de detecc¢ao

O limite de deteccéo € definido como a concentragdo mais baixa na qual o
instrumento é capaz de detectar, mas nao quantificar, e a relagcao ruido-sinal para o
limite de deteccao deve ser 1:3 (STAUFFER, 2018).

O Limite de deteccdo deve ser demonstrado pela obtencdo da menor
quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser detectado (ANVISA,
2017).

2.5.8 Limite de Quantificacao

O limite de quantificagédo é definido como a concentragdo mais baixa na qual
o instrumento é capaz de detectar e quantificar. A relacao ruido-sinal para o limite de
quantificacédo deve ser 1:10 (STAUFFER, 2018).

O limite de quantificacdo € a menor quantidade do analito em uma amostra
que pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis sob as condi¢des
experimentais estabelecidas (ANVISA, 2017).
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Meétodo de baixo custo para extracio de Bisfenol-A no mexilhio
dourado (Limnoperna fortunei) para analise ambiental

Low-cost method for the extraction of Bisphenol-A in golden
mussel (Limnoperna fortunei) for environmental analysis

Eesumo

O Bisfenol-A (BPA) € um desregulador endocrine de fraca atividade estrogénica, utilizado
em imimeros produtos de consumo. Classificade em micropoluente, pode ser encontrado
em todo o numdo. O objetivo deste estudo for desenvolver uma metodologia analitica de
baixo custo para identificar e quantificar 0 BPA em tecidos de mexilhfio dourade. Foi
utihzade um métode de pré-concentragiio por hofilizagio, segmdo de extragio por
solvente (metanol 50% + dgua 20%:) sob sonicacio. Os extratos foram quantificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Diferentes métodos de secagem de
amostra foram testados: fluxo de nitrogénio, forno de laboraténo a 40° C e dessecador de
vidro com silica gel. O objetive das diferentes metodologias de secagem foi a redugio de
custos, sendo que o dessecador de vidro fou escolhide por apresentar uma recuperacio
eficiente com menores custos de mamutencio. Os limites de deteccio e quantificacio
foram 0,0023 pg / ml e 0,0465 pg / mL respectivamente para 0 BPA. O BPA detectado
nas amostras de mexilhdo dourado foi de 0,8365 pg / ml. O método desenvolvido & wma
extracio solide-liquide ecologicamente cometa e de baixo custo.

Abstract

Bisphenol-A (BPA) 1s an endocrine disruptor that has weak estrogemic activity, used in
countless consumer products. Classified in micropollutant, it can be found all over the
world. The objective of this study was to develop a low-cost analytical methodelogy to
1dentify and quantify BPA in golden nomssel tissues. A method for pre-concentration nsing
Iyophilization, followed by a solvent extraction (methanol 80% + water 20%) under
somication was used The exiracts was quantification using a high performance lLigqud
chromatography (HFLC). Different drying sample methods were tested: nifrogen flow,
laboratory oven at 40° C and glass desiccator with silica gel. The objective for different
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drying methodologies was to reduce costs; the glass desiccator was chosen because it
showed an efficient recovery with lower maintenance costs. The detecton and
quantification limits were 0,0023 pg/ml and 0,0465 pg'ml. respectively for the BPA. The
BPA detected in the golden mmssel samples was 0,8365 pg/ml. The method developed 1s
an environmentally friendly solid-liqud extraction with low cost.

Palavras-chave: anilise ambiental, cromatografia, HPLC, desreguladores enddcrinos,
mexilhio, poluentes orginicos

Keywords: environmental analysis. chromatography, HPLC, endocnine dismiptors, mmssel,
organic pollutants

Titulo resumido: Método de extragio de BPA no mexlhio dourado

Introducio

O Bisfenol-A (2.2 bis{4-hydroxyphenyljpropane) ou BPA € um composto quimica
plastificante com propriedades de destegulacio enddcrina que pode ser encontrado em
todo o mundo, & um dos produtos sintético mais importantes com produgiio em larga escala
desde a década de 1960 (STAPLES et al, 1998). Devido a sua estrutura molecular
fenclica, o BPA € capaz de interagir com os receptores de estrogémio e, portanto, pode
exercer apdes estrogénicas (KONIECZNA; RUTKOWSKA: RACHON, 2015).

As implicagdes pengosas da presenca do BPA nio se limitam apenas aos humanos.
Especialmente, a homeostase dos ecossistemas aquiticos pode ser interrompida de varas
maneiras, como feminilizacio de mmitas espécies de vida selvagem ou alternincias de
desenvolvimento e comportamentais (BEANDART et al | 2015).

Devido aos altos volumes de producio e descarte de produtos sintetizados a partir
de BPA como, plastico de policarbonato, resinas epdmi, retardante de chamas e outros
produtos, este tem sido amplamente detectado no ambiente (BOLZ; HAGENMAIER;
KORNER. 2001). As descargas de dguas residuais e detritos plisticos representam as
principais vias de contaminacio dos ambientes aquaticos (PHILBERT et al | 2008; IM;
LOFFLER, 2016; ARAKAWA, 2020).

A incorporacio nas teias alimentares e a contaminacio dos ecossistemas por BPA
vem chamando a atenco da coommidade cientifica devido & sua capacidade de provocar
inferferéncia na fisiologia do crescimento, acimule de lipidecs, reproducio, no sistema
endécrino, induzindo o hipotiroidismo em mamiferos (ZAFRA-GOMEZ et al, 2008;

https:/mol4.manuscriptcentral. comyesa-scielo

Page 2 of 14

24



Page 3of 14

L= I = LR I R TR

YRR N S h ROt A YRR

2 B

g B 8 3 8 8 F BB

Engenharia Sanitiria e Ambiental

AHMED; WALAA; ASMAA 2018). O BPA possul propoedades estrogémicas fracas,
presente em concentragdes ma ordem de pgl ! ou mgl ) sendo considerado
micropoluente (OEHLMANN et al., 20097,

Uma desafio no monitoramento de poluentes como o BPA em mairiz biologica € a
dificuldade de encontrar métodos analiicos confiveis devido &s baixas concentragdes
presentes no ambiente e nas matrizes. Existern mmitos métodos analiticos sensiveis e
seletivos para a determinacio de micropoluentes orginicos, como a cromatografia gasosa
ou a cromatografia liquida, estes métodos estio entre os mais utilizados na separagio,
wdentificacio e quantificagio (GIBSON et al., 2007). No entanto, existem dificuldades
particulares no caso dos plastificantes pois muitos msumos sio constituidos destes
maternais como seringas, filtros, pipetas etc. Nao obstante, especialmente devide aos niveis
tragcos desses poluentes no melo ambiente, um grande nimerc de procedimentos de
extracio sdo necessanos para a sua determinagio.

Messe contexto, neste estudo & proposto procedimentos analificos para desenvolver
uma metodologia simples e de baixo custo e ambientalmente amigavel para a extragio e
determinagio do BPA no mexilhfo dowrado Limnoperna forfunei. Esse metodo fo
baseado na aplicacio de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um sistema
composto por Detector de Arranjo de Diodo (DAD) e extragio sdlido-liquido assistida por
ultrassom na determinacio do BPA na mamiz bioldgica.

Metodologia

Materiais e padroes

O padrio analitico de BPA 99% (C15H1602) (CAS 80-05-T) adquiride da Sigma-
Aldrhich (St Lows, MO, USA). O metanol foi previamente destilado (CH30H) (CAS
6756-1) gran HPLC. Acetonitrila grau HPLC (CH3CN), MERCEK (CAS 73-05-8). Todos
o0s reagentes utilizados eram de qualidade analitica e todas as solugtes aquosas e Agua para
lavagem dos matenais foram preparadas usando agua desionizada e duplamente destilada
em aparato de vidro.

Limpeza do material e preparo de amostra isenta de contaminacio por BPA

O matenal utilizado foi lavado com solugio contendo extran 1% (MA-02-neutro,
Merck) e enxaguado com dgua [dgua ultrapura (sistema Milli-Q), Micropore) destilada em
vidro. A secagem fol realizada em estufa a 100°C (vidrana ndo volumétrica) e mufla a
250°C (material de cerdmica e metal), o matenial fol novamente enxaguado com metanol

https:/mol4.manuscriptcentral. comyesa-scielo

25



L= I = LR I R TR

YRR N S h ROt A YRR

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
12¢
130

Engenharia Sanitiria e Ambiental

destilado para remocio de possiveis tragos de matéria orginica e BPA e secos novamente
nas mesmas temperaturas. Todos os plasticos utlizados (eppendorfs, tubos comicos,
ponteiras de pipetas) eram de polipropilenc de alta qualidade para evitar a contaminacio
das amostras por BPA. Antenormente ao processo de limpeza a dgua e os solventes
continham resquicios de BPA e apds o processo a dgua e todos os solventes foram testados
no HPLC para assegurar a auséncia de BPA.

Coleta e armazenamento do mexilhiio dourado

Os mexilhdes foram coletados no amoio Pelotas (31°45°379°5 5271629 9"W)
locahizado na zona urbana do municipio de Pelotas, estado do Rio Grande do Sul, Brasil,
no més de outubro de 2017. Todos os procedimentos realizados nas coletas foram
realizados com precaugdes destinadas a mimmizar o nsco de contaminagio da amosira
com BPA. As amostras foram acondicionadas e transportadas em frascos de vidros com
tampa de aluminio, abrigadas da luz. No laboratorio as amostras foram congeladas para
armazenamento.

O3 mexilhes congelados inteitos foram celocados em frascos descontaminados e
estes colocados no hofihizador por 24h e apos foram armazenados em frascos de vidros
cobertos com papel aluminio para serem abrigados da luz e armazenados a -10°C.

Preparacio das amosiras

A etapa de preparacio das amostras fol conduzida com precangies para nio ocorrer
a contaminacio. Para extrair os analitos das amostras de mexilhfio, o seguinte métedo de
extragio liquido-liqudo foi usado. Foram separados 100 mg de tecidos moles e macerados
para a extracio do analito de interesse. Apds a maceragio foram adicionados 5 ml do
solvente de extracdo (80% metanol com 20% de agua). Amostras foram transferidas para
tubos conicos de 15ml., que foram agitados em vortex por 2 mimutos e foram sonicados
em temperatura ambiente por 60 minutos.

Apaos sair do banho ultrassémico as amostras foram filtradas com fum] de Bucnher
(30ml) com placa porosa e membrana de acetato de celulose (didgmetro 47mm, poro
0.45pm), com auxilio de uma bomba de vacuo (Pro-Tools modelo 131) e kitasato.
Posteriormente as amostras foram transferidas para microtubos de 2ml e secas. Em
seguida adicioncu-se 500 uL de metanol e entfio as amostras foram para a centrifuga mini
spin por 10 minutos, apds 100 pL do sobrenadante foi transfenido para vials de dmbar para
a lettura no HPLC.

Testes de secagem para a concentracio
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Foi preparade uma solucdo estoque de BPA 26 mgml ! para o preparo de uma
solucdo padrio de 9 pgml ! para serem realizados testes de secagem e serem observadas
possiveis perdas do analito durante a secagem O sclvente utilizado foi metanol e agua
(20:20%). Foram colocados em vials dmbar 1.5 ml da solugdo e posteriormente foram
secos através dos seguintes métodos: 1 - dessecador de vidro com silica submetido a
vicuo; 2 - estufa a 40°C; 3 - sob fluxo de nitrogénio. Apds a secura foi adicionadoe 300 uL
de metanol para serem realizadas ds analises no HPLC. Cada teste de secagem fmi

Instrumentacio e condicoes do HFLC

As anilizes de HPLC foram realizadas em um Cromatografo Ligmdo de Alta
Eficiéncia Agilent 1260 Infimty, sistema composto por Detector de Armanjo de Diodo
(DAD) [modelo G1315D]; speaker housing [modelo G1316A]; injetor automatico [modelo
G1329B]; bomba quateména [modelo G1311C). A coluna analitica usada foi Phenomenex
Einetex Core-Shell C18 100A (4.6 > 250 mm, 5 pm). A fase mével foi composta por agua
(A) e acetonitrila (B) em modo gradiente (15 mimutos A'B 80:20%, 10 mimutos AB
50:50%, 10 mmutos B 100°%, 10 minutos AB 280:20%:). O tempo total de comda fou de 45
minutes nunutos para cada amostra, com um fluxo de 0,5 ml min?, a temperatura da
cohuna foi de 24° C e o volume de injecdo foi de 10 pl. A detecclio foi feita utilizando o
comprimento de onda de 220 nm

O coeficiente de comelacio linear (r) foi constuide através da curva de
calibragio do BPA (05, 1,2, 4 & 8 pgml 1) for preparada, a partir do padrio que fm
pesado em balanca analitica e diluido em metanol para o prepare de solugdes estoque de 3
mgml*. O limite de detecglic e quantificacio do BPA foram cobtidos pela relaglio sinal
/muido 3:1 e 10:1, respectivamente.

A identificacio do BPA foi realizada através da identificacio, mais convincente,
do espectro do analito e pelo tempo de retencio. A quantificagiio fol realizada pelo método
da curva de calibragio padrio, construida por regressio linear da razdo das areas do pico
do padrio e do padrio intemno em relagio & conceniracio do padrio. Foram feitas
toplicatas do padrio de calibragio e amostras de BPA extraido dos mexilhfes.

Teste de controle em branco

O teste de confrole do brance foi realizado em todas etapas expenmentais para
exchur as interferéncias do processo de amostragem para deteccio do analito. Para o
branco, houve o processamento dos solventes, segmindo exatamente os procedimentos de
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preparacio da amostra. Nio foi detectado analite no procedimento.

Resultados e Discussoes

Esitudos preliminares: Resultado do teste de limpeza

Um dos maiores problemas enfrentados quando se trabalha com um composto de
distmbuicio universal, com o BPA, € obter uma amostra padronizada e isenta de
contaminagie (CEREVENIE-FLAJS, 2020). Existe uma escassez de metodologias
padronizadas detalhadas sobre a rotina de limpeza de vidranas para andlise de BPA, sendo
o composto frequentemente afetado pela contamimagio do bramco (SALGUEIRO-
GONZALEZ et al., 2012). Para o preparo dos padrdes e das amostras, varios meétodos e
materiais isentos de BPA foram utlizados, a saber:

Materiais: optou-se por uftilizar materiais de vidro, cerimica e de inox por serem
naturalmente isentos de BPA e por serem resistentes i altas temperaturas e 3 solventes
orginicos, que foram utilizados para limpeza de material No entanto, parte da téemica de
extracio desenvolvida neste trabalho necessita de cenfrifugacio. Foi realizada uma
pesquisa de mercado para descobnr se alpum fabricante de tubos conicos era isento de
BPA. Apenas a Eppendorf®, marca alemi de produtos de laboratdrio, possuia tais produtos
4 venda no Brasil e comprovado cientificamente que sdo isentos de BPA (JCSL STYLE
ERROR: reference with no printed form ]), (GATIMEL et al., 2016).

A analize dos brancos indica que os protocolos de limpeza de matenial e destilagio
de agua e reagentes foram eficientes para o BPA.

Virios autores relatam as dificuldades metodologicas na obtengio de amostras
isentas de BPA (SALGUEIRO-GONZALEZ et al., 2012; CERKVENIK-FLAJS, 2020). O
problema com septos de frasco de HPLC contaminados foi comigido com o uso adicional
de mateniais de septos quimicamente inettes, por exemplo, silicone/PTFE (CEREVENIE-
FLAJS, 2020).

Protocolos, pré-teste e triagem regular dos consumiveis de laboratorio usados €, portanto,
aconselhavel para confirmar a auséncia de BPA (CEREVENIE-FLATS, 2020).

Resultado da liofilizacio: quanto de material amido virou seco

O uso dos mexilhdes frescos necessita de uma maior demanda de trabalho quando
comparado acs mexilhfes liofilizados. Os mexilhfes frescos precisam ser limpos
externamente, a abertura das valvas e remocio dos tecidos moles & mais dificil e demorada
do que quando comparado aos mexilhdes liofilizados. Em média os tecidos meles dos
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mexilhdes sdo compostos por 83% dgua, 9% proteinas, 4% carboidratos, 2% cinzas e 1%
hipidics (Furlan el at 2011). A hofilizacio torma a maceracio e homogeneizacio mais
facil, possibilitando processamento de malores quantidades de tecidos, pois ja atua como
um método de pré concentragio da amostra (RAJASAREEA; VIRTA, 2013), e é possivel
obter valores satisfatérios de recuperacio (MARTINEZ-MORAL: TENA, 2011), sendo
uma técnica ja utilizada em analises cromatograficas na determinacio de varios compostos
orginicos em leite materno (RODRIGUEZ-GOMEZ et al., 2014), BPA no zooplincton,
esterco de aves, Pepmo-do-mar-comum (Helethuria tubulosa) e sedimento marnmhbo
(RODRIGUEZ-GOMEZ et al, 2014; STANISZEWSEA: NEHRING; MUDRAE-CEGIOLEA,
2016; MARTIN etal, 2017; AZNAR et al, 2018). A liofilizacio reduziu em mais de 80% o
volume da amostra a ser processada.

Resultado do teste de secagem

Um dos métodos mais empregade para a secagem de amosiras de BPA & sob o
fluxo de nitrogénio (N2) (ARAR; ATAWT, 2019; CEREVENIE-FLAJS, 2020; GUOQ etal ,
2020; HERRERO et al, 2021; DE LEO et al, 2021; TRAN et al., 2021). Em nossos
experimentos, para a secagem de 4.5 ml. do recipiente de frés vials com metanol e dgua
(80:20%) foi whlizado um cilindre de 10 L de Nz de alta pureza (99,99%), que atualmente
custa em torno de R$ 900,00, ja o gas com com pureza industrial (99,8%) custa em tomo
de R 200,00

Devido ac alto custo e grande demanda de gas de N; para a concentracio e
secagem das amostras fol investigado outros métodos que possibilitaram a concentragio e
secagem das amostras sem que as mesmas sejam contanunadas ou que soffam perdas do
analito com o objetivo de reduzir costos.

Os resultados dos testes de secagem (N, dessecador e estufa) estdo na tabela 1. De
acordo com os dados obtidos nio houve perda de analito durante as secagens. As amostras
secas sob fluxo de nitrogénio sio colocadas individualments e exigem o monitoramento do
cilindro para o controle do gas e possiveis substituigBes, com tempo de secagem médio de
6 horas para cada vial, para a secagem de 4.5 ml. do recipiente de trés vials foi utilizado
um cilindro de 10 L de N, A uhlizacio da estufa para a secagem de amostras fol
considerada a técmica mais demorada (33 horas), que pode ocasionar contaminacdes extras
devido ao longo tempo de exposigio do material para a secagem completa. Amostras no
dessecador secaram em 2 dias (48 horas) e foram as que exigiam menor manuseio durante
o periodo de secagem sendo este 0 método eleito o melhor pois ndo houve grande vanacio
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em comparacio ao conirole (tabela 1).

Apds os testes de secagem optou-se por ufilizar o dessecador para a secagem e
concentracio das amostras devido aos baixos custos de mamatencio e eficiente
TeCuperagac.

Tabela 1: Testes de secagem para observar possiveis perdas de BPA.

Amostras Eecuperacio (a) %RSD
Controle 100 077
N2 106,12 1,62
Dessecador 106,18 1.08
Estufa 40° C 1129 11,05
Desempenho analitico

Linearidade

Para a construciio da curva analitica (figura 1) as concentracdes vanaram entre 0.5;
1;2; 4; e 8 yg/ml. A curva de calibragio foi constmida plotando as dreas de pico (Y)
conira as concentragies (X) para o analito. A relacio linear foi demonstrada entre a drea
do pico e a concentragio padrio do BPA. A linha de regressio da execugio da calibracio
foi descritapor ¥ = 643X + 178 (r* = 0,994) para 0 BPA. O coeficiente de comelacio
linear atende ao estabelecido pela Anvisa que deve ser igual ou supenior a 0,99 (ANVISA,
2017), demonstrando que as faixas de concentracio indicam wm método linear e pode ser
utilizado para a quantificacio de amostras.
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Figura 1: Curva de calibracio do BPA
Sensibilidade

A szensibilidade do método & demonstrada através dos limites de deteccio e
quantificacio. O limite de detecciio € a menor concentracio do analito identificada no
branco, j3 o limite de quantificacio é a menor concentragio quantificivel com confianca
do analito. O limite de deteccio foi de 00023 pg/ml e o limite de quantificacdo foi 0,0463
pg/ml razdo smal-mido para o BPA.

Quantificacio de BPA nos tecidos do mexilhio dourado

O método desenvolvido foi aplicado nos tecidos moles liofilizados do mexilhio
dourado coletado no ambiente. A concentracio de BPA mnos extratos do mexlhio
(0,8365pg/ml + 0,0855) ficon acima do linute de quantficagio (0,0465 pg/ml).

Nas figuras 2 e 3 € possivel observar o cromategrama da extracio do BPA (tempo:
13.519) extraido do mexilhio dourade (Limnoperna fortuner). Os procedimentos adotados
geraram uma recuperagio média de 83,65 ng/g de mexilhio seco (8,365ng/100 mg de
tecido seco). Levando em consideragcio que cada 100 mg de tecido seco comtém 53
mexilhdes (adultos médios ~15 mm), de acordo com os dados de extracio, cada mmdividuo
contém em sens tecidos aproximadamente 1.5 ng de BPA.
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Figura 2: Cromatograma de amostra de BPA (tempo: 13.519) extraido da matnz biologica
(Limnoperna forfunei). Absorbincia (mAL) eixo no Y e tempo em minutos no eixo X

O métode nio demonstron seletividade entre os picos, uma vez que foram
observados interferentes no tempo de retencio do amalito (Figura 3). No entanto, a
seletividade do método analibco pode ser demonstrada por meio da sua capacidade de
identificar ou quantificar o analito de inferesse, inequivocamente, no caso de métodos
cromatografices, deve ser comprovada a pureza cromatografica do amalito (ANVISA,
2017). O resultado encontrade foi o de elevado gran de pureza, infernamente pelo
cromatografo (999,475 de pureza). Portanto, além de detectar e identificar, foi obtide um
gran de seletividade na cohma capaz de isolar o composto nas extragies de BPA nos

tecidos do mexilhio.
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Figura 3: Detalhe do cromatograma de amostra de BPA (tempo: 13.519) extraido da
matriz biolégica (Limnoperna fortunei). Absorbincia (mATU) eixo no Y e tempo em
mumutos no eixo X

A confirmacio de resultados positivos de poluentes ambientais tomou-se motive
de preocupacio devide aos efeitos negativos associados a emros de identificacio. Métodos
analiticos confidveis com gquantificacio precisa dos analitos devem ser desenvolvidos, mas
também, o analito precisa ser inequivocamente identificado nos niveis de concentracio de
interesse (HERNANDEZ et al., 2007).

Conclusies

O metodo de pré-concentragio por Liofilizacio seguido de extragio por solvente
(metanol+igua) e determinagico por HPLC, mostrou-se adequado para a deteccio e
quantificacio de BPA nos tecidos moles do mexilhio dourade. As andlises das amostras de
mexilhdes coletados no Armroio Pelotas-BS demonstraram contaminacio por BPA

O desenvolvimento de metodologias rapidas, eficazes, baratas e amigdveis
ambientalmente para deteccio e quantificaciio de plastificantes em tecidos e amostras
ambientais € importante devido aos efeitos desses poluentes que sio prejudiciais A sande
humana e ambiental. Os resultados dos testes sdo dependentes do tipo de matriz ambiental.
0 método for eficiente, barato e ecologicamente cometo para a determinacio e
quantificacio de BPA nos tecidos do mexilhio dourado.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho buscou empregar uma metodologia para a determinagao
de bisfenol-A em tecidos moles do mexilhdo dourado utilizando cromatografia liquida
de alta eficiéncia. O método desenvolvido foi considerado eficiente pois reduziu
custos com secagem através da utilizagdo de dessecador sem contaminar as
amostras com BPA.

A metodologia para a obtengdo das amostras em branco foi exaustiva e
demandou muito tempo, desde a destilacdo em vidro de agua ultra pura até a dupla
secagem em mufla.

O método foi considerado ambientalmente amigavel pois foram utilizadas
quantidades reduzidas de solvente na extragdo do analito.

Até o momento, os resultados obtidos demonstraram ser um método simples,
e eficiente, no entanto, faltaram ser empregados parametros de validagao aplicavel
aos métodos analiticos empregados em produtos bioldgicos.

A extragcao com diferentes solventes foi realizada, mas as amostras nao foram

para a leitura no cromatografo em virtude da pandemia da Covid-19.
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Orgdo oficial de informag&o técnica da ABES - Rio de Janeiro — Brasil janeiro 2016

Regulamento para apresentacao de contribuicdes

1. Objetivo
O presente regulamento objetiva uniformizar a apresentacdo das contribuighes a serem encaminhadas para
publicagio na Revista Engenharia Sanitaria e Ambiental.

2. Formas de contribuicdo
2.1. As formas de contribuigio s3o:
- Artigo Técnico
- MotaTecnica
- Revis3o da Literatura
- Discussio de Mota Técnica, Artigo Técnico ou RevisSo da Literatura
2.2 Artigo Técnico & uma exposicio completa e orginal, fotalmente documentada e interpretada, de um trabalho
de relevincia.
2.3. Mota Técnica € um trabalho sumario podendo corresponder a:
= artigo com resultados ainda parciais
- consideragies sobre aspectos pouco abrangentes da area
- desenvolvimento de consideragdes técnicas relativas a algum aspecte da Engenharia Sanitaria e Ambiental
- alguma outra abordagem sumaria pertinente, a juizo dos Editores.
24. Revisio da Literatura comesponde a um artigo, no qual & levantado o estado da are de algum tema
relevante e inovador, na area de Engenharia Sanitaria e Ambiental, cuja abordagem deve ser suficientemente
critica e capaz de identificar avangos, lacunas e desafios cienfificos, a luz da literatura nacional e intermacional.
Trabalhos de revisdo sistematica e mets-analise podem ser incluidos nessa categoria de artigo.
2.5. Discussd0 € uma avaliagdo critica ou ampliagio do conteddo de uma Mota Técnica, Artigo Técnico ou
Revisio da Lieratura publicado ma Revista. As discussoes serac publicadas, sempre gue possivel,
conjuntamente com a resposta dofs) autor(es). A Revista tem como linha editorial o incentivo & publicacdo de
artiges de discussio.
2.8. Nao serdo aceitos relatorios, tradugdes e nem artigos ja publicados ou submetidos & publicagio em outros
veiculos, ou que impliguem em promogio comercial de determinada marca, produto ou empresa.

3. Encaminhamento das confribuigtes

31. A inscrigdo das contribuigbes sera feita pelo sistema da  SCielo,  atraves do  link
hitpziisubmission.scielo. briindex_php/esafindex. Mo serSo aceitas inscrighes de artigos por fax, e-mail ou comeio.
3.2 O primeirno passo para o acesso ao sistema € o Cadastro, bastando clicar em “Cadastrar-se” no link no canto
superior direito. A partir dai, clicar em “Engenharia Sanitaria e Ambiental”, que fara a vinculagdo do cadastro junio
& Revista.

3.3. Feito isse, o proprio sistema mostrara, passo a passo, como submeter a sua confribuigSo.

1 Engenharla Sanitara e Amidental
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34. Realizada a submissao, o autor recebera um e-mail acusando o recebimento da mesma. E a pariir do codigo
dado pelo propric sistema que o autor podera acompanhar o processo de avaliagio do seu trabalho.

3.5. A Revista Engenharia Sanitaria & Ambiental cobra taxa de submissio no valor de: R$ 100,00

A taxa destina-se a ndo socios da ABES. Caso o autor principal seja socio, enviar e-mail para gsgifgbec-
doorg e informandeo ndmero de matricula ABES para isentar-se da taxa. Observagio: A taxa de submissdo nio
sera restituida caso o manuscrito seja recusado, e o pagamenio da taxa ndo garante o aceite do artigo, que
passara normalmente pelo processo de avaliagio. Associe-se 8 ABES: hitp://socio. abes-dn.org.brf

3.6. Qualguer davida, favor enviar e-mail para esa@abes-dnoorg.br.

4. Formato das contribuigdes
4.1. As contribuicies devem ser preparadas pelos autores no formato ~.doc” aberto para edigio usando o recurso
de numeragio de linhas do Microsoft  Word (Arquive — Configurar pagina — Layout — Mimeros de linha —
Mumerar linhas — Continua — OK — OK).

ot a
aimf— e o e BE ELa W

1 B Bkl v el

§ Ol o e e LB R e s BF Al

o s e e e Bl

o e o gt o et e

e s A e T

I PEMARTT TR T A

4.2 As contribuighes devem ser enviadas no formato ".doc” pelo Sistema de Envio de Artigos. Todos os demais
formatos de arquivos, inclusive os compactados, serdo bloqueados.

4.3. Apos o processo avaliativo, as contribuigies aprovadas para publicagio deverdo sofrer comegies e ser
enviadas em sua versio final para diagramagio.

4_3. Os frabalhos submetidos devemn estar de acordo com as normas da ABNT/NBR 14724:2011— Trabalthos
Académicos

4.4. Poderdo ser inclukdos figuras, graficos e ilustragies, desde que o tamanho do arquivo ndo ulfrapasse 10MB.
4 5. O texto integral do arfigo ndo podera exceder 20 (vinte) paginas para Artigo Técnico e Revis3o da Literatura
e 8 {oito) paginas para Nota Técnica e Discussdo, atendendo a0 formato estabelecido nos itens a seguir.

4.8. O Artigo Técnico e a Mota Técnica deverdo seguir a seguinte sequéncia de apresentagio:

2 Engenharla Sanitara e Amisdental
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- Tiulo do arfigo em portugues (ate 200 caracteres) e em inglés

= Resumo em portugués & em inglés, de 100 a 250 palavras (conforme NBR 14724).
- Palavras-chave em portugués e em inglés

- Titule resumido do arfigo em portugeés (até 80 caracteres) para o cabegalho

= Texto do arligo (sem divisdo em colunas)

- Referéncias

= Anexos (se houwver)

i. Agradecimentos, se houver, deverdo ser incluidos somente na wersdo final do arigo aprovado para
publicagio.

i. O Mome do{s) autorles), Cumiculo resumido{s) do(s) autor{es), endereco para comespondéncia
(profissional) devemn constar somente nos metadados do Sistema Scielo, preenchidos no momenio de
cadastro. IMPORTANTE: ndo colocar estas informagdes no envio da confribuigio original.

4 7. O texto devera ser formatado para um tamanho de pagina A-4, margens 3 om para esquerda e superior, & 2
cm inferior & direita (conforme NBR 14724). As paginas deverdo ser devidamente numeradas. Deve ser
empregada fonte Times Mew Roman, corpo 12, exceto no titule que devera ter corpo 18, O espagamento entre
as linhas devera ser 1.5

4.8. O corpo do arfige deve ser organizado segundo um encadeamento lagico, contendo subfitulos “Introdugdo”,
“Metodologia”, “Resultados”, "Discussao”, (ou "Resultados e Discussic”), "Conclusfes” e "Referéncias”. Ma
redagio ndo deve ser empregada & primeira pessoa & o estilo a ser adotado deve ser objetivo e sdbrio,
compativel com o recomendavel para um texto cientifico.

4.10. Devera ser evitada a subdivis3o do texto em um grande nimero de subtitulos ou itens, admitindo-se um
maximo de cabegalhos de terceira ordem.

4.11. O conteddo do trabalho deve ser submetido a criteriosa revis3o ortografica.

4 12. Temmos grafados em italico ou negrito poderao ser utilizados no corpo do artigo.

4.13. As discussfes dever3o ser submetidas mo maximo até & (seis) meses apds a publicacdo do Artigo,
MotaTécnica ou Revisio da Literatura.

4 14. Somente serdo aceitos trabalhos em portugués Brasil.

5. Figuras e ilustragies
As figuras e ilustragdes devemn observar os seguintes critérios:
5.1. Os arquivos das figuras e ilustragbes. sem bordas ao redor, devem ser inseridas no aruive do texto, de
maneira que possam ser editados por meio do M3 Word for Windows.
5.2. Os textos e legendas ndo devem ficar muito pequencs ou muito grandes em relagdo & figura.
5.3. As figuras devem ser intercaladas nos locais apropriados e apresentar um titulo.
54. A inclusdo de fotografias ndo & aconselhavel, porém, se os autores julgarem que s3o importamtes para
esclarecer aspecios relevantes do artigo, deverdo ser inseridas em resolugio minima de 300 dpi.
55 Todes os graficos, desenhos, figuras e folografias devem ser denominades “Figura™, & numerados
sequencialmente em algarismos arabicos. Toda figura deve ser mencionada no texto.
5.8 O nimero e titulo da Figura devem ser colocados centralizados, imediatamente abaixo da figura. O titule
deve ser claro e autoexplicativo.
57. As paginas intemas da Revista sdo impressas em uma so cor, ndo sendo permitida, portanto, a adogio de
cores na diferenciagio das variaveis nos graficos e diagramas.

6. Quadros e tabelas
Os gquadros e tabelas deverSo atender os seguintes critérios:

(X
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8.1. Os quadros e tabelas dewvem ser claros e objetivos, sem linhas de grade. As unidades comespondentes a
todos os termos usados devemn ser claramente identificadas.

6.2. Todos os guadros ou tabelas devem ser denominados "Quadmo”™ ou "Tabela™, numerados segquencialmente
em algarismos arabicos e mencionados no texto.

6.3. Cada quadro e tabela, além da numeragio, deve possuir um titulo. O nimeno & o titulo devem ser colocados
centralizados, imediatamente acima do quadro ow tabela. O tiulo deve ser claro e autoexplicativo.

8.4. Um guadro & uma tabela ndo poderao ser maiores do que uma folha A-4.

6.5. Quadros e tabelas devermn aparecer, preferencialmente, intercalados nos locais apropriados do texto, a
criterio do autor.

6.6. As paginas internas da Revista s8o0 impressas em uma s& cor, nSo sendo permitida, portanto, a adogSo de
cores na diferenciacdo das varidveis nos quadros e tabelas.

7. Equacgides
As equagies podem ser editadas pela equipe responsavel pela diagramagio. Portanio, os seguintes. critérios
devem ser satisfeios:
7.1. As equacdes devem ser claras e legiveis, e escritas com a mesma fonte do corpo do texto, sem a utilizagio
de italico ou negrito.
72 As equaghes e formulas devem ser denominadas “Eguacdc” e numeradas sequencialmente em algarismos
arabicos. A numeragdo & direita da eguagio deve ser entre parénteses. Todas as equagdes devem ser
mencionadas no texto.
7.3. Todos os simbolos usados devemn ser definidos imediatamente apés a equacdo (caso n3oc tenham sido
definidos anteriormente), incluindo as suas unidades ou dimensdes.

8. Unidades
B.1. Todas as unidades mencionadas no texto, tabelas, quadros e figuras devem ser expressas de acordo com o
Sisterna Internacional de Unidades (51).
B.2. Deve-se evitar o use da bama de fragio na expressio das unidades. Exemplo: Ao invés de mg/L ou m¥s,
deve-se utilizarmg.L-" e m¥s .

9. Referéncias
As referéncias citadas no texio e listadas ao final do artigo deverdo estar de acordo com a noma NBR
8023/2002. A titulo de esclarecimento s3o apresentadas algumas diretrizes:

9.1. As referéncias citadas no texto devemn conter o sobrenome do(s) autor(es), em caixa alta, seguidos pelo ano

da publicagio, chservando-se os seguintes critérios:

£.1.1. Quando houver mais de um trabalho, as citagies devem ser em ordem alfabética.

9.1.2. Trabalhos com mais de trés autores devem ser referenciados a0 primeiro autor, seguido por “ef al™ (em

italico & com ponta).

£.1.3. Quando houver mais de uma publicagSo do mesmo autor, no Mesmo ano, © ano da publicagio deve ser

seguido dos componentes “a, b, ¢...", em ordem alfabética.

Exemplos: ... estudos efetuados por Silva (1884a, 1884b) e por Machado ef all (1985a) revelaram...; ... estudos

recentes (SOUZA, 1803; SILVA, WILSON e OLIVEIRA, 159084; MACHADO et al, 1885b) revelaram...

8.2 Ao final do trabalho devera ser apresentada uma lista de todas as referéncias citadas no texto, de acordo

com os seguintes critérios, entre outros:

0.2.1. As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética, de acordo com o sobrenome do primeiro
4 Engenhara Sanitara e Amblental
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autor.

9.2.2 Devem ser referenciados todos o5 autores (independentements do nimero de autores) pelo sobrenome
seguido pelas iniciais de cada autor, separados por virgulas.

Exemplo: SMITH, P.J.; WATSON, LR.M.; GREEN, C_M...

8.2.3. O fitulo do periddico referenciado devera ser apresentado em italico. As indicagies de volume, nimero e
pagina deverao ser identificados pela letra inicial (*v", "n"ou "p”), seguida de ponto. N3o devem ser utilizadas
aspas antes e depois do tiulo do trabalho.

Exemplo: JEWELL, W_J.; NELSON, Y.M.; WILSOM, M.5. Methanotrophic bactera for nuirient removal from
wastewater: attached film systems. Water Emvironment Research, v. 84, n. 8, 1802, p. 756-65.

024 O titulo do livro deve ser apresentado em itilico. Devem ser incluidos a edigSo, o local, a editora, o ndmero
de paginas e a data.

Exemplo: FRANCA, JL.; VASCONCELOS AC. Manual para N-uﬂ'naﬁzagin de F'l.th'i’.‘-afﬁes Técnico-Cientiicas. &
ed. Belo Honzonte: Ed. UFMG, 2007, 255 p.

.25 Em capitulos de livros e trabalhos de congressos, a obra prncipal (titulo do livro ou demominagdo do
congresso) & referenciada em italico e vem precedida da expressao “In".

Exemplos: Anais - CAIXINHAS, R.D. Avaliagio do impacto ambiental de empreendimentos hidro-agricolas. In:
Simpasio [ uso-Brasileiro de Engenharia Sanitaria e Ambiental, 5 Anais... Lisboa: APRH, 1882, p. 203-11.
Capitulo de Livro - KUKOR, J.J; OLSEN, R.H.; IVES, K. Diversity of toluene degradation following exposure io
BTEX in sitw. In: KAMELY, D.; CHAKABARTY, A; OLSEN, R.H. (Eds) Biofechnology and  Biodegradation.
Portfolic Publishing Company, The Woodlands, EULA., 1889, p. 405-421.

10. Julgamento
10.1. Apos avaliagio prévia realizada pelos Editores da Revista, se considerado pertinente, copias da
contribuigio, sem identificagio dos autores, serdo enviadas a pelo menos dois avaliadores, especialistas da area,
indicados pelos Editores.
10.2. Em qualquer etapa de julgamento do trabalho, serdo levados em consideragio a obediéncia &s disposigies
regulamentares, o relacionamento do tema & Engenharia Sanitaria e Ambiental, adequaco do titule, do resumo
€ das palavras-chave, existéncia de encadeamento logice, ineditismo & qualidade da contribuigdo.
10.3. Na analise dos editores e dos avaliadores a confribuigio sera classificada segundo uma das seguintes
categorias:
=  Aceito
- Revistes requendas
- Rejeitar

11. Comunicagio aos autores
O autor principal sera comunicado do resultado da avaliagio e no caso de arfigos recusados, receberdo as
devidas justificativas.

12. Namero de autores
O numero de autores permitido para cada submissao € de ate cinco. Casos excepcionais enviar email para
esal@abes-dn.org.br para consulta.
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13. Responsabilidades e direitos
O conteudo dos artigos € de responsabilidade exclusiva dofs) autores), que declaram se responsabilizar por
qualquer reclamacdo de terceinos quanto a conflites envolvendo direitos autorais, assumindo e isentando a
ESA/ABES de qualquer pendéncia envolvendo suas publicagies. Os autores que encaminharem seus artigos
cedem & ESAJABES os respectives direitos de reprodugio efou publicagdo. Os casos omissos serdo resohidos
pelos editores do pericdico.
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