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RESUMO

Os disruptores enddcrinos (DEs) sdo agentes exdgenos que interferem nas fun¢des hormonais,
afetando o desenvolvimento, crescimento e reproducdo de seres vivos, como reducdo na
eclosdo de ovos e feminizacdo de peixes machos. Esses compostos, naturais ou sintéticos, sao
persistentes e amplamente dispersos no ambiente. Essas caracteristicas tornam imprescindivel
desenvolver métodos analiticos capazes de quantifici-las de forma confidvel. Contudo, as
concentracdes extremamente baixas em que se apresentam dificultam sua detec¢do, exigindo,
portanto, o emprego de técnicas instrumentais avancadas que oferecam maior sensibilidade e
precisdao. Diante disso, este trabalho tem como objetivo aplicar a Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas sequencial (CG-MS/MS) na determinacdo de
disruptores enddcrinos (DEs), validar este método instrumental e aplica-lo em amostras de
sedimento. Foram analisados 12 compostos com caracteristicas DEs: So-Androstran-33-ol,
Dietilestilbestrol (DES), Dienestrol (DNS), 17a-Metiltestosterona (MET), Estrona (E1), 17a-
Etinilestradiol (EE2), Trenbolona (TB), Mestranol (MeEE2), Oxandrolona (OXA), Etisterona,
Coprostran-3-ol (Cop) e Megestrol (MGA) com o auxilio do agente derivatizante
BSTFA/TMCS (N,O-bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida/Trimetilclorosilano) que possibilitou
o estudo cromatografico. Para as andlises de CG-MS/MS, a variagdo da voltagem CID
(Dissociacdo Induzida por Colisdo) e de energia de excitacdo (baixa, média, alta) com janela
do ion precursor fixada em 1 foram os dados estudados para a otimizacao dos parametros de
fragmentacdo. As solucdes padrdao de calibracdo foram preparadas em acetonitrila, a fim de
alcancar uma faixa de concentracdes entre 0,5 e 50,0 pg/mL, empregando padronizacao
interna. Referente aos parametros de desempenho escolhidos para validagdo do método, para
linearidade, os coeficientes de correlacdo dos DEs foram acima de 0,99, variando entre 0,9907
e 0,9997. Para os limites de detec¢do (LD) variando de 0,01 a 0,31 ug/mL e os limites de
quantificacao (LQ) de 0,11 a 0,83 ug/mL. Para precisao, os DPR% (desvio padrio relativo)
ndo ultrapassou o estabelecido pelo INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade
e Tecnologia) (DPR% < 7,3) para os trés niveis de concentracio de cada curva de calibragcdo
(baixa, média e alta). As taxas de recuperagcdo apresentaram-se dentro da faixa estabelecida
(80 — 110%). Ap6s aplicacao em amostras de sedimento os resultados demonstraram que esse

método € vélido para aplicagdo em sedimentos.

Palavras-chave: disruptores enddcrinos; cromatografia gasosa acoplada em série a

espectrometria de massa sequencial; dissocia¢do induzida por olisdo; ion-trap.



ABSTRACT

Endocrine disruptors (EDs) are exogenous agents that interfere with hormonal functions,
affecting the development, growth and reproduction of living beings, such as reduced egg
hatching and feminization of male fish. These compounds, whether natural or synthetic, are
persistent and widely dispersed in the environment. Such characteristics make it essential to
develop analytical methods capable of reliably quantifying them. However, the extremely low
concentrations at which they are found make detection challenging, thereby requiring the use
of advanced instrumental techniques that provide greater sensitivity and precision. In this
context, the present study aims to apply Gas Chromatography coupled with Tandem Mass
Spectrometry (GC-MS/MS) for the determination of endocrine disruptors, validate this
instrumental method, and apply it to sediment samples. Twelve ED-related compounds were
analyzed: 5a-Androstan-3B-ol, Diethylstilbestrol (DES), Dienestrol (DNS), 17a-
Methyltestosterone (MET), Estrone (E1), 17a-Ethinylestradiol (EE2), Trenbolone (TB),
Mestranol (MeEE2), Oxandrolone (OXA), Ethisterone, Coprostan-3-ol (Cop), and Megestrol
(MGA), with the aid of the derivatizing agent BSTFA/TMCS (N,O-
bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide/Trimethylchlorosilane), which enabled chromatographic
analysis. For the GC-MS/MS analyses, variations in CID (Collision-Induced Dissociation)
voltage and excitation energy (low, medium, high), with the precursor ion window fixed at 1,
were studied to optimize the fragmentation parameters. Calibration standard solutions were
prepared in acetonitrile to achieve a concentration range of 0.5 to 50.0 pg/mL, using internal
standardization. Regarding the performance parameters selected for method validation,
correlation coefficients for linearity were all above 0.99, ranging from 0.9907 to 0.9997.
Limits of detection (LOD) ranged from 0.01 to 0.31 pg/mL, while limits of quantification
(LOQ) ranged from 0.11 to 0.83 pg/mL. For precision, the relative standard deviation
(RSD%) did not exceed the threshold established by INMETRO (National Institute of
Metrology, Quality and Technology), with RSD% < 7.3% for the three concentration levels
(low, medium, and high) of each calibration curve. Recovery rates were within the acceptable
range of 80—-110%. After application to sediment samples, the results demonstrated that this

method is valid for the determination of endocrine disruptors in sediment matrices.

Keywords: endocrine disruptors; gas chromatography coupled with tandem mass

spectrometry; collision-Induced dissociation; ion-trap.
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1 INTRODUCAO

O recente desenvolvimento econdmico tem elevado significativamente o padrdo de
vida material de muitas pessoas ao redor do mundo (UN, 2021). Contudo, essa trajetdria de
crescimento, € baseada na exploracdo de recursos naturais, na perda de biodiversidade e
servicos ecossistémicos, impulsionada principalmente por fatores como mudangas no uso da
terra e do mar, exploracdo excessiva, mudancas climaticas, poluicdo e introdugdo de espécies
invasoras, especialmente em paises subdesenvolvidos, onde a populacdo depende diretamente
dos ecossistemas para sua economia, subsisténcia e bem-estar humano. (IPBES, 2019).

Diante desse panorama mundial, a frequente detec¢cdo dos contaminantes chamados
disruptores enddcrinos no ambiente nas ultimas décadas tem levantado preocupacdes sobre
seus impactos na saide humana, na vitalidade de ecossistemas, pois interfere no metabolismo
e sistema enddcrino dos animais (ATTILA ZSARNOVSZKY et al., 2024).

Os disruptores sdo, em sua maioria, compostos naturais ou sintéticos como pesticidas
organoclorados (OCPs),  bifenilpoliclorados (PCBs), retardantes de  chama,
perfluoroalquiladas (PFAS), hidrocarbonetos policiclicos arométicos (PAHs), parabenos,
ésteres organofosforado (OPEs) ou horménios (MARIN-SAEZ, 2024). As principais formas
de exposicdo humana ocorrem por meio da ingestdo de alimentos, dgua e poeira, inalacdo de
gases e particulas, além do contato dérmico (ASON et al., 2022). S@o distribuidos para os
ecossistemas aquaticos por meio de esgotos domésticos, municipais, industriais, hospitalares e
pecudrios (LOPEZ-VELAZQUEZ et al., 2025).

O estudo desses poluentes levou a implementagdo de medidas regulatdrias, como
proibi¢des e a defini¢do de doses de referéncia para estabelecer limites de exposi¢do segura
(USEPA, 1995). No entanto, essas pesquisas evidenciam os riscos a saide associados a
exposi¢do a baixas doses dos compostos, especialmente devido a persisténcia dos DEs no
ambiente, 0 que gera preocupagdes, uma vez que concentragdes extremamente baixas podem
interferir no equilibrio hormonal, afetar a reprodugdo e causar anomalias no desenvolvimento
(TRAN et al., 2020 e KLEIN et al., 2024).

Devido a complexidade de identificar estes micropoluentes no ambiente, associada a
sua diversidade quimica e as baixas concentragdes em que geralmente estdo presentes, torna-
se imprescindivel o desenvolvimento de métodos analiticos avan¢ados. Esses métodos devem
ser capazes de detectar e quantificar essas substdncias em matrizes ambientais complexas,
como 4gua, sedimentos e biota, garantindo alta sensibilidade, precisao e especificidade. Além

disso, € necessdrio considerar as interferéncias de outros compostos presentes nas amostras €
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os desafios relacionados a extracdo e preparacdo das mesmas, para obter resultados confidveis
que auxiliem na compreensdao e mitigacdo dos impactos ambientais causados por esses
poluentes. Portanto, o objetivo deste trabalho € aplicar um método cromatogréfico acoplado a
espectrometria em massa sequencial para quantificar 12 disruptores enddcrinos a fim de
demonstrar que esse método € vélido para aplicacdo em matrizes ambientais para fins de

verificacdo de riscos a saide decorrente da exposicdo prolongada a esses poluentes.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Hormonios

Composto por glandulas que liberam hormonios diretamente na circulagdo, o sistema
enddcrino desempenha um papel essencial na regulacdo do equilibrio hormonal, controlando

funcdes bioldgicas fundamentais (PLUNK, 2020). Na Tabela 1 estd uma sintese das diversas

fun¢des dos hormonios no organismo humano.

Tabela 1- Resumo da acdo dos hormonios no corpo humano.

REGIAO

HORMONIO

EFEITOS PRINCIPAIS

Glandula pineal

Melatonina

Ritmos circadianos; fungao imune

Liberar ou inibir hormoénios da adeno-

Hipotalamo Hormonios tréficos e
hip6fise
Neuro-hipéfise Ocitocina Ejecdo do leite; trabalho de parto e
uro-mp Vasopressina (ADH) expulsdo do feto; Reabsorcdo de dgua

Metabolismo; crescimento e

Glandula Tri-iodotironina e tiroxina desenvolvimento
tireoide Calcitonina (CT) Niveis plasmaéticos de célcio (efeito
minimo em seres humanos)
. Hormonio da paratireoide Regula os niveis plasmaticos de Ca™*e
Paratireoide
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Fonte: Adaptado de Silverthorn (2017).
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De acordo com Guyton et al. (2017), hé trés classes gerais de hormdnios:

1) Proteinas e polipeptidios, que incluem hormdnios produzidos pela hipéfise anterior e
posterior, pelo pancreas (como insulina e glucagon), pela paratireoide (paratormoénio) e
por diversos outros 6rgaos e glandulas;

2) Esteroides produzidos pelo cértex adrenal (como cortisol e aldosterona), pelos ovarios
(estrogénio e progesterona), pelos testiculos (testosterona) e pela placenta (estrogénio e
progesterona);

3) Substancias derivadas do aminoécido tirosina, produzidas pela tireoide (como tiroxina e

tri-iodotironina) e pela medula adrenal (epinefrina e norepinefrina).

Os hormdnios sdo responsdveis por uma série de funcdes corporais continuas e
persistentes, esses processos abrangem dreas como metabolismo, a homeostase do meio
interno (temperatura, balanco hidrico e i6nico), reproducgdo, crescimento e o desenvolvimento

em diversos animais (SILVERTHORN, 2017).

2.2 Disruptores endocrinos

O conceito de Disruptores enddcrinos (DEs) foi apresentado pela primeira vez em
1991 na Conferéncia Wingspread por meio da Dra. Theo Colborn, na ocasido foi apresentada
evidéncias que produtos quimicos podiam desencadear efeitos adversos como resultados de
sua natureza hormonalmente ativa (MARKEY, 2002). Durante o evento, foram discutidos
casos como os efeitos desencadeados pelo uso excessivo do inseticida DDT na vida selvagem,
afetando sua capacidade reprodutiva. Tais efeitos, além de contamina¢do em humanos, foram
descritos no livro Silent Spring, de Rachel Carson, popularizando os perigos inerentes a
utilizacdo de DDT. A prescri¢do erronea do medicamento dietilestilboestrol (DES), durante a
década de 40, com o intuito de prevenir aborto espontaneo e outras dificuldades durante a
gravidez, também foi discutida, pois o uso de tal medicamento gerou efeitos adversos como
cancer de mama em maes e cancer vaginal em meninas nascidas de maes que foram expostas

a DES (DEMENEIX, 2019).

Posteriormente, em 1995, Agéncia de Protecio Ambiental dos Estados Unidos
(USEPA) realizou um workshop para discutir os efeitos adversos dos disruptores enddcrinos
em espécies da vida selvagem, animais domésticos e seres humanos. O objetivo foi pontuar
pesquisas especificas que pudessem subsidiar decisdes do governo federal de forma
embasada. Além disso, os desreguladores enddcrinos (DEs) s@o substancias quimicas externas

capazes de alterar o funcionamento dos hormoénios do corpo, afetando etapas como a
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produgdo, circulacdo, transformacdo, atuacdo e excrecao desses compostos, o que pode

comprometer o equilibrio do organismo e o desenvolvimento. (KAVLOCK, 1996).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) e com o Programa
Internacional de Seguranca Quimica (IPCS) a defini¢do para DE € apresentada como:

Um desregulador endécrino é uma substincia ou mistura exdgena que altera a(s)

funcdo(des) do sistema enddcrino e, consequentemente, causa efeitos adversos a

saide de um organismo intacto, ou de sua progénie ou (sub)populagdes. (IPCS,
2002, p. 1)

Os disruptores enddcrinos abrangem uma diversidade de substancias quimicas de
origem sintética ou natural: hormonios sintéticos como o dietilestilbestrol (DES) e o 17a-
etinilestradiol (EE2), plastificantes e mondmeros como ftalatos, bisfenol A (BPA),
hidrocarbonetos poliaromaticos (HPA), hormonios naturais como estrona (E1), 17B-estradiol
(E2) e estriol (E3) (PESSOA et al., 2012; MARKEY et al., 2002; GALVEZ-ONTIVEROS et
al., 2020). A maneira como os DEs agem ndo se restringe apenas aos agentes que interagem
diretamente com os receptores hormonais. Outros mecanismos relevantes incluem a inibicao
da sintese, transporte ou metabolismo hormonal, bem como a ativagdo dos receptores por
meio de processos como a fosforilacdo do receptor ou a liberacdo de complexos celulares

necessdrios para a acao hormonal (IPCS, 2002).

Tabela 2 - Caracteristicas dos disruptores enddcrinos analisados.

DEs Foérmula CAS Abreviacao
S5a-Androstran-3f-ol | C;oH3,O | 1224-92-6 -
Dietilestilbestrol CigH00, | 56-53-1 DES
Dienestrol CigH 30, 84-17-3 DNS
17a-Metiltestosterona | Co0H30O, | 58-18-4 MET
Estrona CigH20, | 53-16-7 El
17a-Etinilestradiol CyoH240, | 57-63-6 EE2
Trembolona C]gszOz 10161-33-8 TB
Mestranol CyiHy60O, | 72-33-3 MeEE2
Oxandrolona Ci19H3003 53-39-4 OXA
Etisterona Cy1H30, | 434-03-7 -
Coprostran-3-ol CyyHgO | 360-68-9 Cop
Megestrol CaoH3003 | 3562-63-8 MGA

Fonte: US, 2024; BERNARDINA et al., 2021; ZUO et al., 2024.

A problemadtica central referente aos DEs sdo as doengas que eles podem proporcionar
aos seres humanos ou na vida selvagem (AL SHARABATI, 2021). Os disruptores

desencadeiam diferentes efeitos na biota incluindo, segundo Manahan (2003), alteracdes nas
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taxas de fecundidade, fertilizacdo e eclosdo; alteracdo comportamental de animais, como
agressividade; histopatologias (figado, gonadas, rins); imunodepressdo; desenvolvimento de
caracteristicas sexuais femininas em machos ou o oposto, inibicdo do desenvolvimento dos
Orgdos sexuais e reversdo sexual. Para os humanos, esses poluentes estdo associados a
obesidade, disfun¢gdes metabdlicas, cancer, alteracdes no neurodesenvolvimento, efeitos na
funcdo cardiaca, defeitos reprodutivos e tireoide (AL SHARABATI, 2021; VAN DER
MEERET al., 2021; GORE, 2014).

Figura 1 — Estruturas moleculares dos disruptores enddcrinos analisados: a. So-Androstran-
3B-ol, b. Dietilestilbestrol, c. Dienestrol, d. 17a-Metiltestosterona, e. Estrona, f. 17a-
Etinilestradiol, g. Trenbolona, h. Mestranol, i. Oxandrolona, j. Etisterona, k. Coprostran-3-ol e

1. Megestrol.

HO

Fonte: Adaptada de US (2024).

A Figura 1 e Tabela 2 apresentam os dados referentes aos disruptores analisados nesse
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trabalho, o Dienestrol, por exemplo, é um estrogénio sintético ndo esteriodal com uma
estrutura derivado do estilbeno (Figura 2b) que tem sido usado como um creme para o
tratamento de sintomas da menopausa em mulheres mais velhas, além de aditivos para racao
para crescimento aprimorado em animais (DAVIS E JANE, 2010; GUAN et al., 2019). De
acordo com os ultimos dados das Nacoes Unidas, o DNS foi oficialmente retirado da Austria,
Italia, Kuwait, Ardbia Saudita e Venezuela (SCHREIBER er al., 2020). O 170-
Metiltestosterona é um composto sintético derivado da testosterona (Figura 2a) utilizado em
humanos em casos de deficiéncia andrégena, infertilidade e cancer de mama, além de ser
aplicado na regulacio de sexo em peixes (SAVARIS et al., 2008; SILVA et al., 2011). Esse
poluente estd associado a masculinazagdo de espécies de tildpia através de banhos de imersao

ou racoes suplementares (BOMBARDELLI et al., 2007).

Figura 2 — Estrutura da a) testosterona e b) estilbeno.

OH

b)@J@

Fonte: Adaptada de US (2024).

A Oxandrolona e Trembolona sdo alguns dos anabolizantes mais utilizados no Brasil
(PIRES, 2022). A Trembolona € um andrégeno e esteroide anabdlico do grupo da nandrolona
(U.S, 2025). A Oxandrolona é também um esteroide anabdlico usado para ganho de peso em
casos de catabolismo, recuperagdo de queimaduras, dores dsseas da osteoporose, sindrome de
Turner e outras condi¢des (U.S, 2025). Outro disruptor que chama atencdo € o Mestranol, ele
€ um composto inativo que se torna biologicamente ativo na conversao para etinilestradiol,
além disso, estava na composicdo da primeira pilula hormonal, contudo, devido aos efeitos
colaterais foi substituido por outros compostos. Apesar disso, ainda existem medicamentos
que o utilizam em sua composicio (GOLDZIEHER et al., 1990; CHRISTIN-MAITRE,
2013).

2.3 Fontes de exposicao aos DEs

Grandes aglomeracdes de centros populacionais representam uma fonte crucial de

disseminacdo de hormonios (sintéticos ou naturais) no meio ambiente (GOEURY, 2022).
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Diferentes seres vivos podem ser expostos a DEs por meio de diversas vias, incluindo
ingestdo durante consumo de alimentos e dgua, absor¢do cutinea, oral ou por transferéncia da
mie para o feto através da placenta e/ou amamentagdo (DENUZIERE, 2022). Somado a isso,
alguns desses compostos também sdo persistentes, lipofilicos, suscetiveis a bioacumulagdo e
devido a baixa pressdo de vapor, apresenta facilidade para dispersar-se e difundir-se no meio

ambiente (BILA, 2007).

Disruptores enddcrinos, sejam de origem natural ou artificial, sdo liberados no meio
ambiente devido a atividades humanas, pelos animais e pela indudstria. Isso ocorre
principalmente por meio de sistemas de tratamento de esgoto, antes de serem eventualmente
depositados no solo, em corpos d'dgua superficiais e aquiferos subterraneos (GOGOI et al.,

2018).

O avanco da polui¢do resultante da producdo e do consumo de compostos quimicos
sintéticos supera o impacto de todos os demais agentes disruptores ambientais. Um exemplo
disso € o expressivo aumento no uso de produtos farmacéuticos, que alcancou cerca de 4,5
trilhoes de doses de medicamentos consumidas apenas no ano de 2020 (ORIVE et al., 2022).
Seu destino, em sua maioria, sdo estacdes de tratamento projetadas para remover matéria
organica € que ndo possuem tecnologia adequada para eliminar de forma eficaz esses
microcontaminantes causando contaminac¢ao tanto no meio aqudtico, quanto em sedimentos e
lodos de tratamento, destacando um problema ambiental crescente e preocupante (ALZOLA-
ANDRES et al., 2024). O uso ampliado de medicamentos tanto na saide humana como
animal tem levado a disseminagdo de disruptores enddcrinos em diversos ambientes, como

dguas superficiais, subterraneas, costeiras e até na dgua potdvel (WILKINSON et al., 2022).

Figura 3 - Origem de disruptores enddcrinos e rotas para o meio ambiente.

ETA/ETE 8y, @ 4~ ';-&

Fonte: Adaptada de Vélez, 2019.
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A Figura 3 apresenta um resumo das possibilidades de contaminagdo de ecossistemas.
A liberacdo de efluentes diretamente ou apds processamento € o principal meio de
contaminacdo de corpos hidricos, seja decorrente da falta de infraestrutura de saneamento ou
ineficacia tecnoldgica e/ou operacional das estacdes de tratamento (REIS, 2006; SIMAZAKI
et al., 2015). O tratamento bioldgico de dguas residuais industriais € amplamente utilizado,
mas enfrenta limitacdes como necessidade de grandes areas (lagoas aerdbias, anaerdbias e
facultativas), emissdo de odores e ineficdcia contra substincias toxicas ou ndo biodegraddveis
(JOAO et al., 2018). De acordo com Lzaod e Dutta (2022), pesquisadores desenvolveram
tecnologias alternativas para remover disruptores, como filtracdo, osmose reversa e processos
de oxidacdo avancada. Contudo, essas abordagens apresentam limitacdes, incluindo alto
consumo de energia, custos elevados de instalacdo e operagdo, além do uso de produtos

quimicos toxicos.

Os disruptores enddcrinos possuem a capacidade de se distribuir em diversas matrizes
ambientais (dgua, solo e sedimentos) e sofrerem influéncia de condi¢des ambientais, incluindo
o pH, temperatura, umidade, microrganismos) (Singh et al., 2021). De acordo com Singh et
al. (2023) e Huang et al. (2001), os coeficientes de particdo octanol-dgua (log Kow) e
constante de sor¢do (log Koc) podem influenciar em qual particdo (aquosa ou sélida) esses

poluentes sao encontrados:
1) Compostos com log Kow < 2.5 pode ser facilmente soliivel em dgua;
2) Compostos com log Kow entre 2,5 e 4,0 podem ser moderadamente soliveis em dgua;

3) Compostos com log Kow > 4,0 pode ser facilmente adsorvidos em matéria organica (e/ou

particulada).

Tabela 3- Coeficientes dos principais disruptores enddcrinos analisados.

log log log log

DEs Kow | Koc DEs Kow | Koc
S5a-Androstran-3f-ol 5,39 | 5,60 Trembolona 2,59 | 4,90
Dietilestilbestrol 5,36 | 4,10 Mestranol 4,57 | 5,73
Dienestrol 4,64 | 4,19 Oxandrolona 3,15 | 6,68
17a-Metiltestosterona 3,66 | 5,73 Etisterona 343 | 5,72
Estrona 341 | 5,56 | Coprostran-3-ol 9,19 | 498
17a-Etinilestradiol 4,05 5,71 Megestrol 11,8 | 4,99

Fonte: US, 2024; Bernardina et al., 2021; Zuo et al., 2024.
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Observando a Tabela 3, os disruptores desse estudo devem ser encontrados em sua
maioria adsorvidos em matéria organica (e/ou particulada) com cinco sendo moderadamente

soliveis em dgua.

2.4 Métodos de extracio de analitos

A etapa de extragdo da amostra é fundamental em qualquer procedimento analitico,
cujo principal objetivo € uma recuperagdo eficiente para uma variedade de analitos em
matrizes diversas, garantindo que os extratos estejam limpos € com o minimo de
interferéncias possivel (SANTANA-MAYOR et al., 2019). Esta etapa desempenha papel
fundamental para analises ambientais, dado que, para os compostos alvos deste estudo, as
concentracdes sdo baixas e as matrizes altamente complexas (DIMPE et al., 2016). Portanto,
esta etapa pode envolver processos como filtragdo, ajuste de pH, extracdo, clean up e técnicas

de pré-concentracio (PADRON et al., 2014).

A extracdo em fase sdlida (SPE, do inglés, Solid Phase Extraction) é uma técnica
eficiente, rdpida e que desloca compostos das matrizes aquosas para solventes organicos
(BILA, 2007). Além de extrair os analitos de interesse, possibilita a concentracdo de grandes
volumes adequados para as préximas etapas analiticas (VELEZ et al., 2019; MONTAGNER
et al., 2017). Outra metodologia € a extracdo liquido-liquido (LLE, do inglés, Liquid-Liquid
Extraction), a qual € baseada nas propriedades de imiscibilidade de solventes organicos para
particionar as substancias alvo do concentrado bruto para a fase liquida na qual o analito é
miscivel (DIMPE et al., 2016). No entanto, essas técnicas possuem desvantagens como,
requerer grandes volumes de solventes perigosos. Somado a isso, a LLE demanda muitas
etapas ocasionando perda de analito bem como exposi¢do de contaminagdes ao longo da

analise (ALPENDURADA, 2000; VELEZ et al., 2019).

Uma abordagem alternativa para reduzir o uso de solventes € a aplicacao de técnicas
de microextracdo. Para Padron et al. (2014), essas técnicas sdo frequentemente caracterizadas
como métodos de preparacdo de amostras nao exaustivos, que utilizam volumes reduzidos
(faixa de uL) em comparativo com o volume total da amostra. Dentre essas técnicas temos
microextracdo em fase sélida (SPME), microextracio com solvente (SME), microextracao
liquido-liquido dispersiva (DLLME), microextracdo liquido-liquido assistida por ultrassom
(UA-LLME), microextracdo em fase liquida com fibra oca (HF-LPME), microextracdo em

fase sélida dispersiva (DSPE/DSPME) (ANASTASSIADES et al., 2003).
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No ano de 2003, Anastassiades et al. propds um método de preparagdo de amostra
para extracdo de residuos, denominado QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged,
Safe), o qual foi apresentado pela primeira vez em 2002 no IV Workshop Europeu de
Residuos de Pesticidas em Roma. Inicialmente, o método QuUEChERS foi criado para extragdo
de residuos de agrotéxicos de frutas e vegetais, porém atualmente, é aplicado para lipidios,
antioxidantes, aditivos alimentares, disruptores enddcrinos e surfactantes em matrizes diversas
(SOKOLOWSKI et al., 2024). O procedimento consiste na extragdo com acetonitrila, seguida
de adi¢do de sal e limpeza por extracdo em fase sélida dispersiva (DSPE/DSPME) (ALSEFRI
et al., 2023). Em comparativo com abordagens convencionais, 0 QUEChERS utiliza poucos
equipamentos e pequenos volumes de solvente, além de trabalhar com recipientes fechados

minimizando a exposi¢do do operador (SANTANA-MAYOR et al., 2023).

Somado a isso, existem vdrias outras metodologias de extragdo de compostos quimicos
como a extracdo de Soxhlet, extracdo por dispersdao de matriz em fase sélida (MSPD) ou
fisicas como extragdo ultrassOnica, extracdo assistida por micro-ondas (MAE), extracdo com
fluido supercritico (SFE) e extragdo de fluido pressurizado (PLE) (SILVA, 2011; DIMPE et
al., 2016; ANASTASSIADES, 2003).

2.5 Métodos analiticos de quantificacao de DEs

Existem diversos métodos analiticos com o intuito de quantificar disruptores
enddcrinos em matrizes complexas (d4guas naturais, solo, sedimentos, lodo bioldgico, efluente
de estacoes de tratamento de esgoto (ETE) e biota). Devido as baixas concentracdes em que
esses poluentes sdo encontrados, faz-se necessdrio o uso de procedimentos analiticos
altamente sensiveis para identificacdo e quantificagdo (ISMAIL er al., 2019). Os
procedimentos cromatograficos sdo os mais representativos, principalmente a integracao da
cromatografia gasosa (GC) ou liquida (LC) a espectrometria de massa (MS) possibilitando o
desenvolvimento de técnicas instrumentais hifenadas (GAFFNEY et al., 2014; PADRON et
al.,2014).

2.5.1. Derivatizagdo

Este estudo utilizard como técnica de determinacdo CG-MS/MS, diante disso, pela
cromatografia requerer compostos voldteis e termicamente estiveis e muitos analitos
possuirem propensdo a serem adsorvidas e decompostos nas colunas ou no injetor, reagdes de

derivatizacdo sdo necessarias (PADRON et al., 2014).
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Segundo Pessoa et al. (2012), a derivatizag@o consiste num processo quimico utilizado
para modificar compostos, conduzindo na formacdo de novos produtos com propriedades
cromatogrificas melhoradas. Esta etapa pode resultar em um aumento significativo na
sensibilidade de deteccdo, eficiéncia da separacdo e seletividade, e a derivatizagdo de

reagentes quirais melhorando a resolucdo (ATAPATTU, 2023).

Figura 4 — Esquema do mecanismo de derivatizacdo por sililacao.
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Fonte: Adaptada de Kappur, 1969.

As reacOes sdo geralmente realizadas por substituicdo no grupo polar do analito e
podem ser de trés tipos: alquilagdo, acetilacdo e sililacdo, sendo a dltima a mais utilizada e a
aplicada nesse estudo (KUHNEL, 2007). O mecanismo da sililacio envolve a substituiciio dos
hidrogénios ativos podendo ser origindrio dos grupos —OH,-COOH, -NH, -NH; e —SH por um
grupo trimetilsilil (-Si(CH3)3) (ORATA, 2012). A sililagdo ocorre via um mecanismo de
ataque nucleofilico (SN;), no qual a eficiéncia da reacdo € diretamente proporcional a
qualidade do grupo de saida (KUHNEL, 2007). Diferente da derivatizagdo por acilacdo, a
sililacio normalmente ndo necessita de uma etapa de purificacdo e os derivados podem ser
injetados diretamente no equipamento (SCHUMMER et al., 2009). De acordo com Orata
(2012), a reatividade do grupo funcional segue a ordem: Alcool> Fenol> Carboxila> Amina>

Amida/hidroxila.

Para Schummer et al. (2009), por vezes, moléculas ndo derivatizadas, como
anfetaminas e seus metabdlicos, produzem cromatogramas ineficazes devido a multiplos picos
ou separagdes deficientes de estereoisdmeros. Diante disso, a derivatizagdo ¢ uma ferramenta
indispensdvel na detec¢do de compostos de matrizes complexas, amplamente empregada em

quimica forense, médica e ambiental.
2.5.2. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa sequencial (CG-MS/MS)

O CG-MS ¢ um método analitico instrumental hifenada o que relaciona a técnica de
separacdo cromatografia gasosa, em que o analito em estado gasoso é conduzido através da
coluna por uma fase movel (gds de arraste) ao detector de espectrometria de massa, que

fornece dados de cardter quantitativos e qualitativos (HARRIS, 2012). Os principais
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componentes instrumentais sdo: injetor, coluna, linha de transferéncia, cAmara de ionizagao,
um analisador de massa e o detector, operando em um ambiente a vicuo e o sistema de

aquisi¢ao de dados (EMWAS et al., 2015), como observado na Figura 5.

Figura 5 — Gréfico esquemadtico dos principais componentes dos instrumentos CG-MS.
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Fonte: Elaborado pela Autora.

De acordo com Emwas et al. (2015), na ioniza¢do por impacto de elétrons (EI), as
moléculas do analito sdo submetidas a colisdo de elétrons de alta energia (aproximadamente
70eV), ocasionando a remog¢ao de um elétron da molécula da amostra, resultando na formacao
de um cation radical (ion molecular). Em seguida, a energia excedente (aproximadamente
50eV) proporciona a fragmentacio do fon molecular gerando um espectro de massa
(cromatograma) onde cada pico corresponde a um fon fragmentado, permitindo a
identificacdo da molécula original. Para andlise de varredura no modo SIM (selected ion
monitoring), seleciona-se os principais fragmentos do espectro € monitora-se em intervalos de
tempos de reten¢do (TR) especificos para cada analito, proporcionando maior resposta do

detector NASCIMENTO et al., 2018).

Figura 6 — MS" em uma armadilha de ions.

Ll &l &bl &l

01 - Injetar 02 - Isolar 03 - Fragmentacio 04 - Deteccio

Fonte: Adaptada de Thermo Fisher Scientific USA.
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Por fim, na espectrometria de massa sequencial (Figura 6), um analisador de massa é
utilizado para isolar o fon de interesse e o outro estabelece uma correlacdo entre esse ion
isolado e outros fons que resultam na fragmentacdo induzida (NASCIMENTO et al., 2018). A
espectrometria de massa com armadilha de fons realiza uma operacdo seletiva de massa apds
a outra, proporcionando alta sensibilidade e especificidade. No modo de operacdo do fon-trap
(Figura 7), os ions sdo injetados na armadilha e, em milissegundos, um campo é configurado
para estabilizar apenas o fon de interesse na armadilha. O fon recebe um pulso de voltagem
CID (Dissocia¢do Induzida por Colisdo) fazendo com que ele se fragmente em ions de
produto unicos. Finalmente, esses fons de produto sdo escaneados para gerar um espectro para
identificacdo (STEINIGER et al., 2008). Ao contrdrio do quadrupolo, que age como um filtro
de fons, o fon-trap € capaz de aprisionar fons por tempos relativamente longos e liberd-los em
sequéncia para um detector, porém uma desvantagem desta técnica € a baixa precisdo para
massas elevadas (m/z>1000) (NASCIMENTO er al., 2018). Além disso, o baixo custo

comparado com outras técnicas cromatogréficas a destaca (MARCH, 2017).

Figura 7 — Camara do detector: PolarisQ lon-Trap

Fonte: Elaborado pela Autora.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Aplicar a Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa sequencial (CG-

MS/MS) na determinagdo de disruptores enddcrinos (DEs) em matrizes ambientais.

3.2 Objetivos especificos

e Identificar os fons moleculares dos disruptores estudados;

e Determinar os melhores parametros para o método de CG-MS/MS;
e Validar método instrumental para técnica CG-MS/MS;

e Aplicar a metodologia do CG-MS/MS em amostras de sedimentos;

e Identificar e quantificar os DEs presentes nas amostras de sedimentos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Solventes e reagentes

Padrdes analiticos dos disruptores possuiam pureza superior a 95%: Sa-Androstran-
3B-ol (CAS 1224-92-6), Dietilestilbestrol (CAS 56-53-1, DES), Dienestrol (CAS 84-17-3,
DNS), 17a-Metiltestosterona (CAS 58-18-4, MET), Estrona (CAS 53-16-7, El), 170-
Etinilestradiol (CAS 57-63-6, EE2), Trembolona (CAS 10161-33-8, TB), Mestranol (CAS 72-
33-3, MeEE2), Oxandrolona (CAS 53-39-4, OXA), Etisterona (CAS 434-03-7), Coprostran-
3-ol (CAS 360-68-9, Cop), Megestrol (CAS 3562-63-8, MGA) e, foi utilizado Sa-Androstane
(CAS 438-22-2) como padrdo interno (PI) e e 2,4-Estrona D, (CAS 350820-16-5) como
padrdo surrogate (PS), para quantificacdo dos analitos, ambos da Sigma—Aldrich® (SIGMA).
As solugdes estoque dos padroes foram preparadas em acetonitrila € armazenadas a -4 °C. O
derivatizante utilizado foi BSTFA (N,O-bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida) e TMCS
(trimetilclorossilano) (SIGMA). Além disso, todos os produtos quimicos utilizados neste
trabalho, como acetonitrila, acetona, diclorometano eram grau HPLC e obtidos da Sigma-

Aldrich Chemie® e da Thermo Scientific®.

4.2 Equipamentos utilizados

Os equipamentos utilizados durante a etapa experimental foram: Balanca analitica,
vortex, pipeta automdtica. Como também, vidrarias auxiliares, béquer, bastao de vidro,

espatulas.
4.2.1 Curvas analiticas de calibragdo

Apds a etapa de derivatizacdo e identificacdo os disruptores de acordo com seus
respectivos tempos de retenc¢do e fragmentacdo, foram construidas 12 curvas analiticas de
calibracdo de uma solugdo trabalho (MIX) de 100 pg/mL. As solugdes padrao de calibragdo
foram preparadas em acetonitrila, a fim de alcancar uma faixa de concentragdes entre 0,5 e

50,0 pg/mL com PI de 10 pg/mL.
4.2.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa ion-trap (CG-MS/MS)

Para determinacOes e quantificagdes dos disruptores enddcrinos foi utilizado o
equipamento de cromatografia gasosa FOCUS GC (Thermo Fisher Scientific) acoplado a um

espectrometro de massa com armadilha de fons PolarisQ (Thermo Fisher Scientific) (CG-
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MS/MS) equipado com coluna DB-5 MS (60 m de comprimento x 0,25 mm i.d x 0,25um de

espessura de filme) (Figura 8).

A programacdo de temperatura do forno (Figura 9) foi de 5 minutos a 120 °C,
40 °C/min até 200 °C, 15 °C/min até 300 °C por 16,33 min com gas de arraste H> de alta
pureza a vazao constante de ImL/min e a linha de transferéncia em 270°C, a fonte de ions
para 200°C e 70eV. A aquisi¢ao de dados foi realizada no modo de ioniza¢do por impacto de
elétrons (EI) e modo de varredura de multiplos estagios (MSn). Aliquotas de 1 pL de cada
solug@o foram injetadas usando o injetor automéatico AI/AS 3000 a 270°C com fluxo dividido
de 60 mL/min e tempo sem divisdao de 1 minuto. O estudo focou em duas etapas de
fragmentacdo para identificar os compostos. Para os parametros de otimizagdo de excitagdo e
fragmentacdo examinados consistiram na variacdo da tensdo CID (Collision Induced
Dissociation) de 1V a 5V, somada a energia de excitacdo entre niveis baixo (0,225q), médio
(0,30q) e alto (0,45q) com largura fixa em 1 amu, tempo de isolamento de 12 ms e tempo de
aplicacdo de tensdo de 30ms. O software TotalChrom Navigator-GC foi usado para controle

do instrumento e analise de dados.

Figura 8 — Cromatégrafo Gasoso com detector de espectrometria de massa (CG-MS/MS).

Fonte: Elaborado pela Autora.

Figura 9 — Rampa da corrida do método para CG-MS/MS.
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Fonte: Elaborado pela Autora.
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4.3 Extracao de amostra de sedimento

A extragdo dos DEs nas amostras de sedimentos seguiu os Métodos 3500C, 3550C e
3630C descritos nos Métodos de Teste de Residuos perigosos/SW-846 da Agéncia de Protegao
Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) (//www.epa.gov/sw846 on-line).

As amostras de sedimento foram submetidas a liofilizacdo e seguida de peneiramento
(2 um). Posteriormente, padroes substitutos (50 ng/g) foram adicionados € homogeneizados
(Método 3500C-EPA). Foram pesados a partir de 15g de sedimento para extrair os analitos
alvo utilizando ultrassom conforme Método 3550C-EPA. A extracdo envolveu cinco etapas
sequenciais com duragdo de 20 minutos cada, com adi¢do de diferentes solventes: acetona (20
mL), acetato de etila (20 mL), diclorometano (20 mL), hexano (20 mL), e por fim, uma
mistura contendo 5 mL de cada solvente na quinta etapa, totalizando 20 mL da mistura. Apds
cada etapa de extracdo, o substrato foram submetidos a centrifugacao (2.000 rpm) seguida de

pré-concentragdo utilizando nitrogénio para o volume final de 1 mL (Figura 10).

Figura 10 - Fluxograma de extragdo de sedimento para andlises CG-MS/MS.
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Fonte: Elaborado pela Autora.

Os extratos de sedimentos foram particionados usando cromatografia liquida em

coluna aberta (8 gramas de silica, 4 gramas de alumina) como dita o Método 3630C-EPA.
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Nesse procedimento, para a Fragdo 1 (extrair substancias altamente apolares) utilizou-se 40
mL de hexano, para a Fracdo 2 (extrair substancias moderadamente apolares) foi usado 60 mL
de uma mistura de hexano: acetato de etila (3:1) e, por fim, a Fragdo 3 (extrair substancias

mais polares) utilizando 50 mL de uma mistura de diclorometano: metanol (9:1).

4.4 Derivatizacao

Para a derivatizacdo dos padrdoes dos DEs (5a-Androstran-33-ol, Dietilestilbestrol,
Dienestrol, 17o0-Metiltestosterona, Estrona, 17a-Etinilestradiol, Trembolona, Mestranol,
Oxandrolona, Etisterona, Coprostran-3-ol e Megestrol), foi pesado 1 mg de cada padrdo e
diluido em 1 mL de acetonitrila. Em seguida, retirou-se uma aliquota de 100 pL, que foi
secada com auxilio de nitrogénio. Posteriormente, adicionaram-se 50 uL do agente
derivatizante e 50 puL de solvente (acetonitrila), homogeneizando a solu¢do com vortex. A
mistura foi entdo submetida a um sistema de aquecimento (Figura 11) a 60 °C por 30 minutos.
ApOs esse periodo, a temperatura foi gradualmente aumentada até 80 °C (aproximadamente

22 minutos), momento em que a solugdo foi retirada do aquecimento.

Figura 11 — Procedimento de derivatizagao.

Fonte: Elaborado pela Autora.

4.5 Validacao e controle de qualidade do método

A validacdo de métodos analiticos € essencial para garantir resultados confidveis,
rastredveis e compardveis, evitando decisdes equivocadas e prejuizos financeiros, além de
assegurar que o método forneca dados precisos e interpretdveis sobre a amostra analisada.
(RIBANI et al., 2004). Para avaliar o desempenho do método utilizado, foi realizada uma
validacdo analitica seguindo o documento INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia,

Qualidade e Tecnologia) DOQ-CGCRE-008 de junho/2020 e usando os parametros de
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desempenho: seletividade, linearidade, limite de detec¢ao (LD), limite de quantificacdo (LQ),

precisdo e exatidao.

Para calcular os limites de deteccdo e quantificacao foi utilizando as expressoes abaixo

utilizando o padrao do branco (INMETRO, 2020):

LD_3,3><s
B b

i _10><s
Q= b

Onde, s: desvio padrao amostral dos brancos e b: inclinacdo (coeficiente angular) da curva
analitica.

A precisao foi determinada usando o desvio padrao relativo (DPR, expresso em %) em
trés concentragdes: baixa, média e alta (em triplicata) (INMETRO, 2020), calculado pela

seguinte expressio:

DP
DPR = (

CMD) x 100

Onde, DP: desvio padrdao e CMD: concentracdo média determinada.

A exatiddo foi determinada através de ensaios de recuperagcdo no qual as amostras teste
foram enriquecidas (concentracao final de 10 pg/mL) com todos os padrdes, e posteriormente,
seguindo o protocolo analitico de extracdo. A eficiéncia da extragdo foi avaliada com base nas

taxas de recuperagdo (% R) para cada analito de interesse INMETRO, 2020).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Estudos dos parametros de para analises por meio de CG-MS/MS.

Conforme descrito na literatura, métodos analiticos frequentemente utilizam
procedimentos de derivatizacdo. Neste estudo, optou-se pelo uso do BSTFA+TCMS (Figura
12) devido a sua rdpida reatividade com compostos que possuem grupos hidroxila, alta
volatilidade, que evita a co-eluicdo de picos, baixa degradacdo térmica e excelente
solubilidade em solventes organicos (HERNANDO ef al, 2004). Através da andlise
cromatogréfica € possivel observar que os analitos que possuem dois grupos hidroxila podem
sofrer derivatizacao de duas maneiras, em ambas e/ou apenas em uma. O Dietilestilbestrol

sofre derivatizacdo em apenas uma hidroxila.

Figura 12 — Reacdo de derivatiza¢do por mecanismo de sililacdo do disruptor estrona.

BSTFA + TMCS
—_—
60°Cc-80°C  ~_ /
Si

/ o

Fonte: Elaborado pela Autora.

A quantificagdo dos compostos alvos foi realizada com auxilio de padrao interno (50-
androstane) e foi usada a razio da drea das m/z com o padrao interno (PI) com o propdsito de
reduzir eventuais erros decorrentes do efeito matriz que podem diminuir ou aumentar o sinal
do analito. O Sa-androstane possui estrutura semelhante aos DEs e ndo sofre derivatizacao.
Através da analise de varredura no modo SCAN e SIM por CG-MS foi possivel obter
informacdes referente ao fon precursor de cada analito e seu tempo de retencdo (Tabela 4).
Observou-se que a razdo m/z variando de 73 a 75 é comum para todos os DEs, tornando-o
fragmento de confirmacdo do processo de derivatizacao, identificada como o fon [CH3=Si-
(CH3),]" e/ou [OH=Si-(CH3),]". O Coprostran-3-ol foi o disruptor com o maior ion principal,
370 m/z, produto da perda do ion com aproximadamente 18 m/z, e o Mestranol com o menor,

187 m/z, produto da perda do ion com aproximadamente 141 m/z (Figura 13).

Métodos baseados em CG-MS t€m sido amplamente utilizados por décadas para
analisar diversos poluentes no meio ambiente (BALKAN E KARAAGACLI, 2022;
HRISTOZOVA et al., 2024) . Contudo, esses métodos podem apresentar desafios, como
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falsos positivos e negativos causados por interferéncias idnicas (NASCIMENTO et al., 2018).
Além disso, em concentracdes muito baixas, a precisdo pode diminuir porque os fons da
matriz interferente se tornam muito mais intensos do que os ions do poluente conforme a
concentracdo se aproxima do limite de detec¢do. A complexidade das amostras ambientais
também pode dificultar as andlises, jd que as matrizes podem conter ions com caracteristicas e
tempos de retencdo semelhantes aos dos poluentes. Para lidar com essas limitag¢des, técnicas
com maior seletividade sdo importantes, pois ajudam a reduzir interferéncias. Por isso,
sucessivas etapas de fragmentacdo no processo analitico aumentam a seguranga na

identificacdo e quantificacdo de poluentes.

O fragmento de fon mais intenso no espectro SIM dos compostos alvo foi selecionado
como ion precursor em todos os casos para obter a sensibilidade maxima. Os parametros do
MS/MS foram selecionados individualmente para cada analito (Grafico 1). Para cada etapa da
espectrometria de massa, € necessario determinar a janela para o isolamento, a qual foi fixada
em 1. Para o Mestranol, por exemplo, com ion precursor igual a 187 m/z serd isolado com
uma largura de lamu (unidade de massa atdmica), como resultado, fons compreendidos entre
186,5 e 187,5amu serdo retidos na armadilha de ions enquanto todos os outros fons sao
ejetados. A energia de excitagdo possui trés niveis diferentes: a excitacdo maxima padrio é
0,45, esta define a faixa de massa minima permitida para Y2 do valor do ion precursor; a
energia média padrdo ¢ 0,30 reduz a faixa de massa minima permitida para 13 do ion
precursor e, por fim, a energia minima padrdo é 0,225 reduz a faixa de massa minima

permitida para ¥ (SCIENTIFIC, 2012).

Grafico 1 — Distribui¢@o de disruptores de acordo com as condi¢des estabelecidas: Voltagem

CID, Variacdo: 1 a 5 eV e Energia de Excitacdo: Alta: 0,45q; Média: 0,30q; Baixa: 0,225q.

{ I DEs

Quantidade

leV 2eV eV 4eV SeV

Voltagem CID - Dissociaciio Induzida por Colisio
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Quantidade

0,225q 0.30q 0.45q

Energia de Excitagio
Fonte: Elaborado pela Autora.

O Griéfico 1 apresenta um resumo dos DEs de acordo com as condi¢gdes escolhidas
apo6s avaliagdo. Uma voltagem CID de 1eV foi o necessério para fragmentacdo do PI e padrao
surrogate (PS) ambas com energia de excitacio mdxima. Seguindo por 2eV, com Megestrol,
17a-Metiltestosterona e Etisterona, Sa-Androstran-33-ol com energia de excitacao alta, média
e baixa, respectivamente. Para 3eV, com Dienestrol e Coprostran-3-ol, Trembolona com
energia alta, média e baixa, respectivamente. O 17a-Etinilestradiol foi o tnico a necessitar
4eV com energia baixa. Por fim, 5eV para Oxandrolona, Estrona, Dietilestilbestrol com
energia alta e Mestranol com energia média. As maiores m/z variando de 333 a 370
necessitaram energia de excitagdo baixa a média exceto o 17a-Metiltestosterona que também
usaram energia média, somado a isso, os DEs com menor m/z (187 a 272 e 291) usaram alta

energia de excitacdo.

Para todos os contaminantes, foram estabelecidos trés fons de confirmagdo para
identificacao precisa do analito. O tempo de isolamento na armadilha de fons foi definido em
12ms de massa em todos os casos, a fim de obter uma boa sensibilidade e seletividade,
mostrando-se suficiente para fragmentacdo. No que se refere a excitagdo, foi aplicada energia
suficiente para uma quebra eficiente, mas evitando o desaparecimento completo do analito
para auxiliar na precisdo da quantificacdo. Apds avaliagdo dos disruptores levando em
consideracdo as condicdes estabelecidas, a escolha dos melhores parametros foi baseada na
resolucdo dos picos e na abundancia dos fragmentos produzidos. As configuracdes

selecionadas para cada contaminante estdo dispostos na Tabela 4 e Figura 13.
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Tabela 4 - Configuragdes detalhadas das condicdes e quantificagdo dos ions de diagndstico

usados para a andlise dos DEs por CG-MS/MS.

Ion Ion Ion Ion

DEs Largura CI‘]]) EC precursor | Produto | Produto | Produto TB
(amu) | (V) | (@ | m/z) | ma) | (mim | ™V
PI 1 1 0,45 245 189 148 203 14,61
DES 1 5 0,45 268 239 145 210 16,03
DNS 1 3 0,45 266 204 250 178 16,42
50-And 1 2 10,225 333 255 104 313 16,75
EE2 1 4 10,225 342 326 327 148 18,78
PS 1 1 0,45 272 256 228 272 19,64
E1l 1 5 0,45 270 254 226 185 19,67
MeBB2 1 5 0,3 367 251 323 360 19,97
TB 1 3 10,225 342 325 310 237 20,95
MET 1 5 0,45 284 252 270 268 21,90
Etisterona 1 2 0,3 369 325 167 193 22,04
OXA 1 5 0,45 291 273 227 183 22,10
Cop 1 3 0,3 370 327 328 344 27,04
MGA 1 2 0,45 187 110 157 172 27,15

EC: Energia de Excita¢do. PI: 5a-Androstane; PS: 2,4-Estrona D,

Fonte: Elaborado pela Autora.

Figura 13 — Cromatogramas dos ions de diagndstico dos DEs por CG-MS/MS
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.2 Estudo de validacao

O desempenho analitico da metodologia foi avaliado estimando-se sua seletividade,
linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), precisdo e exatidao. De
acordo com a AOAC (2002), a seletividade € a capacidade de um método quantificar um
analito mesmo na presenca de outras substancias que podem causar interferéncias. Seguindo
esse preceito, ensaios envolvendo os brancos instrumentais, brancos amostrais e solucdo com
os analitos de interesse, demonstraram nenhuma presenca de pico significativo nos tempos de

retencao dos disruptores deste trabalho.

Tabela 5 - Parametros de desempenho do método por CG-MS/MS: Linearidade, LD e LQ.

~ T ) Faixa LD LQ
DEs Regressao Linear R R (ng/mL) | (ug/mL) | (ug/mL)
5a-And | y =0,0009x - 0,0004 | 0,9842 | 0,9921 | 0-36 0,09 0,30
DES | y=0,0017x -0,0001 | 0,9933 | 0,9966 | 0-50 0,08 0,27
DNS | y=0,0011x -0,0006 | 0,9866 | 0,9933 | 0-36 0,05 0,41
EE2 | y=0,0019x + 0,0048 | 0,9815 | 0,9907 | 0-36 0,02 0,64
El y = 0,0027x+0,0014 | 0,9945 | 0,9972 | 0-15 0,03 0,77
MeBB2 | y = 0,0034x + 0,0008 | 0,9964 | 0,9982 | 0-50 0,01 0,17
TB y =0,0072x - 0,0005 | 0,9957 | 0,9978 | 0-15 0,09 0,11
MET y =0,005x + 0,004 | 0,9904 | 0,9952 | 0-20 0,02 0,83

Etist | y=0,0007x + 0,002 | 0,9849 | 0,9924 | 0-40 0,01 0,74
OXA | y=0,0088x - 0,0026 | 0,9994 | 0,9997 | 0-20 0,31 0,34
Cop |y=0,0002x +0,0005 | 0,9945 | 0,9972 | 0-50 0,01 0,87

MGA | y=0,0061x+0,0015 | 0,9907 | 0,9955| 0-20 0,06 0,25

Fonte: Elaborado pela Autora.

De acordo com a Tabela 5, a faixa de linearidade das curvas analiticas para os 12

analitos variou de 0,5 a 50 pg/mL. A sensibilidade foi estimada com base nos limites de
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deteccdo e quantificacdo (LD e LQ), para os LDs ocorreu variagdo de 0,01 a 0,31 pg/mL e
para os LQs variagdo de 0,11 a 0,87 pg/mL.

Para o critério de precisdo, especificamente quanto a repetibilidade, foram utilizados
sete replicatas para trés niveis de concentracdo (alta, média e baixa), conforme recomendado
pelo INMETRO. A condi¢ao de repetibilidade refere-se ao mesmo procedimento de medi¢ao
intra-dia (variabilidade dentro do mesmo dia) obtendo DPR% (desvio padrdo relativo)
variando de 0,09% a 7,11% para a concentragdo mais baixa; 0,01% a 7,20% para a média e

1,33% a 7,30% para a alta, sendo todas dentro do aceitdvel (Tabela 6).

Tabela 6 - Precisao do método por CG-MS/MS: repetibilidade.

Concentracao | DPR Concentracao | DPR

DEs (ngmL) | (%) | P (ugmL) | (%)
0,5 0,09 0,5 7,11

S5a-Androstran-3-ol 5 0,01 TB 5 4,89
36 4,19 15 6,88

0,5 7,10 0,5 4,11

DES 5 5,09 MET 5 4,50
50 3,40 20 6,43

0,5 3,75 0,5 4,47

DNS 5 0,27 | Etisterona 5 6,51
36 3,98 40 7,24

0,5 6,66 0,5 0,67

EE2 5 5,68 OXA 5 1,38
20 1,33 20 7,30

0,5 2,46 0,5 6,80

El 5 3,55 Cop 5 0,15
15 1,36 50 5,24

0,5 6,18 0,5 0,17

MeBB2 5 5,12 MGA 5 7,20
20 2,72 20 6,85

Fonte: Elaborado pela Autora.

Por fim, com o objetivo de determinar a exatidao do método, foram realizados ensaios
de recuperacdo para os disruptores estudados. Uma amostra de sedimento foi dopada com
concentracdes conhecidas dos padrdes analiticos (10 ug/mL) e colocada para homogeneizar
durante 24h, em seguida foi dada continuidade no procedimento de extracido solido-liquido.
As taxas de recuperacdo (Tabela 7) encontradas para todos os analitos cada foi de: Sa-
Androstran-33-ol (94,40% = 8,93), Dietilestilbestrol (84,18% =+ 2,01), Dienestrol (88,73% =+
2,34), 170-Metiltestosterona (87,50% =+ 2,15), Estrona (94,28% =+ 9,90), 17a-Etinilestradiol
(96,05% + 9,71), Trembolona (94,74% =+ 9,46), Mestranol (89,01% =+ 5,84), Oxandrolona
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(94,90% =+ 6,18), Etisterona (94,10% + 2,76), Coprostran-3-ol (85,81% =+ 4,53), Megestrol
(84,24% + 2,84) e 2,4-Estrona D, (85,73% +5,59), seguindo o recomendado (80% — 110%).

Tabela 7 - Exatidao do método por CG-MS/MS: recuperacgao.

Recuperacao Recuperacao
DEs (p%) ¢ DEs (P% : ¢

Dietilestilbestrol 84,18 + 2,01 Trembolona 94,74 + 9,46

Dienestrol 88,73 +2,34 17a-Metiltestosterona 87,50+ 2,15

Sa-Androstran-3-ol 94,40 + 8,93 Etisterona 94,10 £ 2,76

17a-Etinilestradiol 96,05 +£9,71 Oxandrolona 94,90 + 6,18

Estrona 94,28 £9,90 Coprostran-3-ol 85,81 £4,53

2,4-Estrona D, 85,73 +5,59 Megestrol 84,24 +2,84
Mestranol 89,01 £5,84

"2,4-Estrona D, é 0 padrao surroguate da utilizado na metodologia.

Fonte: Elaborado pela Autora.

5.3 Determinacao de disruptores enddocrinos em amostras de sedimento

Ap6s validagdo, o método proposto foi aplicado em 40 amostras de sedimentos de
quatro regides do nordeste: 6 do Rio Jaguaribe (J), 7 do Delta do Parnaiba (DP), 5 do Rio
Coco (C) e 22 da Plataforma continental interna de Fortaleza/Estudrio do Rio Ceard (P/E),

sendo este dltimo comparativo chuvoso/seco.

A Area de Protecdo Ambiental do Delta do Parnaiba foi criada conforme o Decreto s/n
de 28.08.1996 cujo objetivo € garantir a preservagdo sustentavel, exploragdo e conservagao
dos recursos naturais renovdveis utilizados pelas populacdes tradicionais, incluindo
pescadores, catadores de crusticeos e pequenos agricultores (ICMBio, 2020). A Area de
Protecdo Ambiental da Canoa Quebrada foi criada pela lei Municipal de Aracati n°® 40/98, sua
extensdo vai do Porto Canoa a foz do Rio Jaguaribe onde inclui as mais variadas paisagens
(MELLO et al., 2024). O rio Cocd, faz parte da bacia dos rios do litoral cearense, portanto
com o intuito de proteger e conservar os insumos existentes recuperando e mantendo o
equilibrio ecologico da regido, os decretos N° 20.253/89 e N° 22.587/93 declaram o interesse
social de desapropriacdo das dreas de terra compreendidas no contorno do Projeto do Parque
Ecolégico do Cocd e sua ampliagdo abrangendo o trecho da BR-116 a foz do Rio Cocé
(BRASIL, 1990). Ja a Plataforma continental interna de Fortaleza/Estuario do Rio Ceara, é
uma drea bastante abrangente e de grande proximidade a urbanizacio. E um ecossistema

essencial tanto para o meio ambiente quanto para a vida das pessoas que dependem dele para
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atividades como turismo, pesca e operacdes portudrias, mas sofre com o despejo de efluentes,

descarte de residuos sélidos e os impactos causados pelas dragagens (FREITAS, 2015).

Grafico 2 — Concentracdes (ug/g) dos disruptores endocrinos nos sedimentos.
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Fonte: Elaborado pela Autora.

Neste estudo, como observado pelo Gréfico 2, o Dienestrol apresentou o maior nivel
de concentracdo entre os compostos analisados. Além disso, a variabilidade nos dados,
especialmente pelos outliers, evidéncia que certas dreas apresentam contaminacdo muito

acima da média, sugerindo pontos criticos de polui¢ao.

Griafico 3 — Percentual (%) dos DEs para as amostras de sedimentos.
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Fonte: Elaborado pela Autora.
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No Gréfico 3 e Tabela S2, para o grupo amostral total, os disruptores mais notdrios sao
Dienestrol com 24,94% seguido da Etisterona, Coprostran-3-ol, Dietilestilbestrol e 5a-
Androstran-3p-ol, com 11,96%, 10,58%, 10,46% e 10,10%, respectivamente. A maior
concentracdo observada foi em uma amostra da Plataforma/Estudrio, especificamente para o
Dienestrol (26,03 pg/g). Outros disruptores se destacam por niveis elevados como a
Etisterona também em uma amostra da Plataforma/Estudrio (11,95 pg/g). Ambos sdo
hormonios sintéticos normalmente utilizados para tratamento hormonal. Em amostras de
sedimento do estudrio de Humen, na China (YUAN et al., 2015) foi identificada a presenca
do poluente Dienestrol, juntamente com Estrona, Trembolona e Dietilestilbestrol resultado
semelhante em outros estudos com o de Liao ef al. (2024) no rio Xiangjiang e Ismail et al.

(2019) na Malasia.

O Gréfico 4, Tabela S5 e S6 € possivel observar um comparativo por localidade no
qual a Plataforma/Estudrio no més de Abril apresenta os maiores indices de contaminacio,
enquanto, os Rios Jaguaribe, Delta Parnaiba e Coc6 apresentarem menores concentragdes com

destaque para a presenga de Estrona, Oxandrolona e Megestrol.

Griafico 4 — Niveis de DEs das amostras de sedimentos por localidade.
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Fonte: Elaborado pela Autora.

Os hormoénios sdo compostos quimicos secretados por glandulas enddcrinas e
liberados na corrente sanguinea administrando diferentes funcdes no organismo (PAZ et al.,

2025). De acordo com Aires (2018) e Silverthorn (2017), os hormonios sexuais masculinos
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chamados androgénios sdo hormdnios que promovem e mantem caracteristicas masculinas,
sendo a testosterona o mais abundante e sua conversdo por enzimas produz esteroides ativos
como o estradiol e di-hidrotestosterona (DHT). Os hormdnios sexuais femininos exercem
efeitos no organismo na reproducdo e no crescimento, além de outras funcdes corporais
(MONTAGNER et al., 2011). Os trés estrogénios essenciais na mulher sdo B-estradiol,
estrona e estriol, derivados do colesterol origindrio de dieta ou formado pelo figado, somado a
esses hormonios, a androstenediona consiste no principal androgénio produzido pelos ovarios
(AIRES, 2018). Diante dessa premissa, os disruptores deste trabalho sdo divididos em

naturais e sintéticos como descrito na Tabela 8.

Tabela 8 — Caracteristicas dos disruptores analisados.

Sintéticos
Naturais Estrogénios e | Androgénios e Esteroides
Progestinas Anabolizantes
(Feminino) (Masculino)
Estrona Dietilestilbestrol Trembolona
Sa-Androstran-3f3-ol Dienestrol 17a-Metiltestosterona
Coprostan-3-ol 17a-Etinilestradiol Oxandrolona
Mestranol Etisterona
Megestrol

Fonte: US, 2024; Aires, 2018.

Grifico 5 - Concentragdes individuais dos 2 DEs para hormdnios naturais e sintéticos.
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Fonte: Elaborado pela Autora.

Em relac@o aos hormdnios naturais, observa-se o destaque do 5a-Androstran-33-ol em
amostra da Plataforma/Estudrio (8,53 pug/g). Entretanto, o Coprostan-3-ol foi o contaminante
com maior percentual em comparativo com o X DEs naturais totais (39,02%), este poluente
em especifico € um esterol fecal amplamente utilizado para a determina¢do da polui¢do de
esgoto em dguas e sedimentos (LEEMING et al., 1996). O Cop € detectado
predominantemente em fezes humanas, sendo produzido pela reducdo enzimdtica do
colesterol no intestino e utilizado como indicador de contaminacdo fecal decorrente do
despejo de efluentes domésticos em ambientes aquiticos (ARAUJO er al., 2021). Os
resultados deste estudo podem indicar contaminacdo domestica, especialmente na
Plataforma/Estudrio, uma regido proxima a urbanizac¢do. No entanto, devido ao fato de que a
hidrogena¢do anaerdbica ou microbiana podem também produzir esse disruptor em
sedimentos (HE et al., 2018), as analises com razdes diagnostico sdo necessdrias para

confirmacao.



50

Com relacao aos hormonios sintéticos, o Dienestrol € o poluente com maior percentual
dentre o total de DEs sintéticos com 34,64% (47,28 ug/g + 5), destaque também para
Etisterona com 16,61% (22,68 ng/g + 2,76). Referente aos esteroides androgénicos
anabdlicos, Trembolona e Oxandrolona, todas as amostras apresentaram concentracdoes
significativas desses disruptores com 9,58 ug/g + 0,53 e 1,72 pg/g + 0,06, respectivamente.
Devido ao aumento do uso de anabolizantes sem prescri¢do médica mundialmente, com 6,4%
de prevaléncia global ao longo da vida masculina e 1,6% feminina (HARRIES et al., 2024), o
descarte indevido somado a polui¢do por efluentes sdo as principais causas para a presenca
desses poluentes no meio ambiente. De acordo com World Anti Doping Agency (WADA,
2024), esses dois contaminantes sdo proibidos em competi¢des e fora delas, somado a isso, a
Resolucdo (RE) N° 791/2021 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) proibiu
a comercializacdo, distribui¢do, fabrica¢do, propaganda e uso da Trembolona. Porém, a
Oxandrolona é um medicamento com atividade mais leve ainda comercializada e usada
preferencialmente por mulheres, no tratamento de dor éssea, compensacdo do catabolismo
proteico e sindrome de Turner (SIDDIQUI et al., 2021 e OJOGHORO et al., 2021). Portanto,

a identificacdo e quantificacdo dessas substancias nessas dreas sao preocupantes.

Grifico 6 — Niveis para X DEs referente a pluviosidade.
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Fonte: Elaborado pela Autora.

Por fim, outro fator que influencia o transporte de contaminantes sdo as chuvas, pois a
agua é o agente transportador de contaminantes. A cidade de Fortaleza possui dois periodos
pluviométricos bem definidos: o chuvoso, que abrange o primeiro semestre do ano de

fevereiro a maio e, o periodo seco, que ocorre no segundo semestre do ano de agosto a
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novembro (MOURA, 2015). No Grifico 6, é possivel observar um comparativo entre os DEs
durante as duas campanhas da Plataforma/Estudrio, abril (chuvoso) e novembro (seco), por
meio dele, € possivel observar a expressiva diferenca de abril (83,28% =+ 20,92) sobre
novembro (16,72% + 1,42). Dando destaque para os compostos como o Dietilestilbestrol e o
Dienestrol (estrogénios sintéticos) com concentragdes mais significativas no periodo chuvoso.
A presenca do Coprostan-3-ol em niveis elevados nos dois periodos demonstra que

independentemente da sazonalidade a entrada de esgoto doméstico foi constante.
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6 CONCLUSAO

Mediante os pardmetros explanados neste trabalho, € possivel afirmar que, para os 12
disruptores enddcrinos, foi possivel aplicar a derivatizacdo pelo mecanismo de sililacao
permitindo a aplicacdo dos padrdes nas técnicas cromatogréficas. Para as analises de CG-
MS/MS, apds avaliacdo dos DEs levando em consideracdo os parametros de energia de
excitacdo e a voltagem CID foi possivel quantificar os ions de diagndstico utilizando os dados

de configuracao escolhidos.

Além disso, os DEs estudados no método para CG-MS/MS, néo sofreram co-elui¢ao, a
fragmentacdo foi eficiente permitindo a identificacio dos compostos pelo TR e m/z e as
curvas de calibracdo apresentaram boa linearidade (>0,99) com faixa variando de 0,5 a 50
pg/mL, DPR% (<7,8%) e, LD e LQ variando de 0,01 a 0,31 pg/mL e 0,11 a 0,87 pg/mL,
respectivamente. Referente as taxas de recuperacdo foi possivel observar que todos os

disruptores apresentaram valores dentro da faixa aceitavel de 80% a 110%.

Apo6s o estabelecimento e validacdo da metodologia foi possivel identificar os niveis
dos disruptores nas amostras de sedimento das regides do Delta do Parnaiba, Jaguaribe, Rio
Coc6 e da Plataforma continental interna de Fortaleza/Estuario do Rio Ceara, sendo
identificados maiores concentragdes dos poluentes: Dienestrol, Etisterona, Coprostran-3-ol,

Dietilestilbestrol e Sa-Androstran-33-ol dentro desse grupo amostral.

Por fim, o método proposto demonstra-se aplicdvel para a identificacdo de poluentes
em matrizes de sedimento. Sua eficacia permite detectar compostos especificos com precisao
e exatiddo, contribuindo para o monitoramento da qualidade ambiental e a aplicacdo de

estratégias de remediacgdo.
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APENDICE A - DADOS COMPLEMENTARES

Tabela S1 — Concentragdes (ug/g) dos disruptores enddcrinos nos sedimentos.

AE;;“ DES| DNS | So-Androstran-3f-ol | EE2| E1 |MeEE2| TB | MET |Ethisterone| OXA| Cop MGA
C#l 0.36| 0.62 0.49 <LD|[0.17]| 0,04 |0.05|<LD 1,21 003| <LD <LD
C#2 0,00 0,28 0.46 0,00(026| 000 |0.08|=<LD <LD 004| <LD <LD
C#3 0,04 112 0.26 001|013 <LD |0.03 | <LD <LD 003| 033 <LD
C#4 044 1,00 0,77 <LD|015| 0,03 (008 0,09 <LD 003| <LD 0.04
CH5 0.17| 0,13 0.23 <LD|002]| 0,04 (004|031 <LD 002| 016 0.06
DP#1 <LD| 0,71 0.17 0,06(020]| 007 |057] 0,06 0.11 006| 045 0.13
DP#2 0.20| 0,08 =LD 003029 <LD |0,15| 0,20 <LD 0.04| 014 0.26
DP#3 0,05 0,19 0,05 0.05(003] 003 |0.16|<LD 0.02 0.05]| 0.11 0.09
DP#4 <LD| 0,30 <LD <LD|[029]| 0,01 |031|<LD 0.03 002| 028 0.42
DP45 <LD| 0,24 <LD <LD|001| 0,00 (019 0,05 <LD 0.03| 033 0.00
DP#6 <LD| <LD <LD 005004 <LD |0,09| 0,05 <LD 002| <LD 0.01
DPH7 0.26| 0,27 <LD 058 |<LD| 0,03 |026|<LD 0.35 002| <LD 0.03
J#l <LD| 0.21 0.13 <LD|035]| 0,03 |012|<LD 0.83 0.03| 019 <LD
JHl <LD|<LD <LD <LD|000| <LD |022|<LD <LD 002| <LD <LD
J#3 <LD| 0.11 <LD <LD|<LD| 0,00 |0.03|<LD <LD 002| <LD <LD
J24 <LD| 0.23 0.06 <LD|<LD| <LD |0.09] 0.08 <LD 003| <LD <LD
J&#5 <LD| 047 0.07 017|012 <LD |0.15] 0,01 <LD 0.03| <LD 0.00
JH6 =LD| 0,61 =LD <LD|003| 0,01 (008|023 <LD 0.03| 043 <LD

P/E_Abril#l | 0.06| 098 0,57 0.20(036| 004 |042|<LD <LD 006| 025 0.11

PE_Abrii#2 |[<LD| 044 0.12 <LD[005| 0,03 (003 0,02 <LD <LD| <LD <LD

P/E_Abril#3 | 0.09| 0.23 0,12 <LD|[025| <LD |001| 023 <LD <LD| <LD <LD

P/E_Abril#4 | 0.80| 1.11 045 <LD[059| 0,02 (020 0,50 <LD 003| <LD <LD

P/E_Abril#5 | 049 | <LD 1,76 0,01(007] 003 |0,06] 0,71 <LD 003| <LD 0.03

P/E_Abrl#6 | 0.12] 0,51 0.24 <LD|<LD| <LD |0.03| 0.05 <LD <LD| <LD <LD
P/E Abrit47 | 0.12] 0,10 0.40 001(012]| <LD |0.26|<LD <LD <LD| <LD <LD
P/E_Abril#8 | 736 9.66 833 845|328 341 |2.06| 767 11.95 036| 289 1.28
P/E_Abril#9 | 6,78 | 26.03 228 308|291 004 |2.78] 194 0.45 019 451 0.17
P/E_Abril#10| 042 | <LD 0.64 003)1066| <LD |0,14| 0.09 0.92 002| 047 <LD
P/E_Abnil#11] 0.24| <LD 0.13 025]0,12| <LD |0,10|<LD <LD <LD| 0,06 <LD

P/E Nov#l |<LD| 0.25 0,52 005|013 <LD |0,18| 027 <LD 0.02 1,29 0.03

P/E_Nov#l |<LD| 0,94 <LD <LD|035| 006 [0,09] 0.10 0.24 003 045 0.02

P/E_Nov#3 |<LD| <LD <LD <LD[039| 001 [0.19] 0,32 1,24 0.09] 036 0.03

P/E Nov#d | 0.16| <LD <LD <LD| 0,08 | 003 [002] 034 0.26 008 048 0.08

P/E_Nov#5 | 0,07|<LD <LD <LD|<LD| 008 |<LD| 021 <LD 003| <LD <LD

P/E Nov#6 |0.24|<LD 0.21 043072 032 |0,08)| 039 3.36 0.07| <LD <LD

P/E Nov#7 |041|<LD <LD <LD|<LD| 013 [<LD| 0.20 0.08 0.04| 255 0.03

P/E Nov#8 | 022| 0.23 <LD <LD|0.03| 003 [0.03] 020 0.74 0.04| <LD <LD

P/E Nov#9 | 022 0.23 =LD <LD|0.03| 003 [0.03]| 020 0.74 0.04| <LD <LD

P/E Nov#10 | 0.03| <LD 0.03 <LD|042| <LD [0.17] 031 <LD 002 290 <LD
P/E Nov#ll |<LD| <LD <LD <LD[004] 003 |001]|<LD 0.16 0.03 1,40 <LD

Fonte: Elaborado pela Autora.
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Tabela S2 — Niveis (ug/g) individuais dos disruptores enddécrinos no grupo amostral.

> DEs Percentual
DEs (ng/g) (%) pF
Dietilestilbestrol 19,36 10,46 1,83
Dienestrol 47,28 24,94 5,00
S5a-Androstran-3§-ol 19,14 10,10 1,64
17a-Etinilestradiol 13,61 7,18 1,95
Estrona 13,01 6,86 0,70
Mestranol 4,57 2,41 0,64
Trembolona 9,65 5,09 0,52
17a-Metiltestosterona 15,17 8,00 1,42
Etisterona 22,68 11,96 2,76
Oxandrolona 1,74 0,92 0,06
Coprostran-3-ol 20,06 10,58 1,19
Megestrol 2,82 1,49 0,29

Fonte: Elaborado pela Autora.

Tabela S3 — Niveis (ug/g) e percentual para os grupos de disruptores natural e sintético.

> DEs sintéticos

Percentual

DEs (ng/g) @ | PP
Dietilestilbestrol 19,36 14,19 1,87
Dienestrol 47,28 34,64 5,00
17a-Etinilestradiol 13,47 9,87 2,04
Mestranol 4,57 3,35 0,64
Trembolona 9,58 7,02 0,53
17a-Metiltestosterona 15,02 11,00 1,44
Etisterona 22,68 16,62 2,76
Oxandrolona 1,72 1,26 0,06
Megestrol 2,82 2,06 0,29

DEs > DEs naturais | Percentual DP

(ng/g) (%)

Sa-Androstran-3-ol 18,68 16,60 1,70
Estrona 12,67 24,64 0,71
Coprostan-3-ol 20,06 39,02 1,19

Fonte: Elaborado pela Autora.
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Tabela S4 — Niveis (ug/g) e percentual para os grupos de disruptores sintéticos.

DEs > DEs sintético Feminino | Percentual DP
(ng/g) (%)

Dietilestilbestrol 19,36 22,13 1,87

Dienestrol 47,28 54,03 5,00

17a-Etinilestradiol 13,47 15,40 2,04

Mestranol 4,57 5,22 0,64

Megestrol 2,82 3,22 0,29

> DEs sintético Masculino | Percentual

DEs (ng/g) @ | PP
Trembolona 9,58 19,55 0,53
17a-Metiltestosterona 15,02 30,65 1,44
Etisterona 22,68 46,29 2,76
Oxandrolona 1,72 3,51 0,06

Fonte: Elaborado pela Autora.

Tabela S5 — Niveis (ug/g) para Y DEs naturais e sintéticos por localidade.
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> DEs naturais (ug/g) Sa-Androstran-3$-ol | Estrona | Coprostan-3-ol
Rio Coco 2,20 0,73 0,51
Delta Parnaiba 0,22 0,85 1,31
Rio Jaguaribe 0,27 0,49 0,62
Plataforma/Estuario - Abril 15,23 8,40 8,18
Plataforma/Estuario - Nov 0,76 2,19 9,44
> DEs sintético (ug/g) | Rio Cocé | Delta Parnaiba Jagllill(:'ibe ( Aplf}il) (gi)]i)
Dietilestilbestrol 1,01 0,51 0,00 16,50 1,35
Dienestrol 3,15 1,78 1,62 39,06 1,66
17a-Etinilestradiol 0,01 0,77 0,17 12,03 0,48
Mestranol 0,11 0,15 0,04 3,58 0,70
Trembolona 0,29 1,72 0,69 6,09 0,79
17a-Metiltestosterona 0,40 0,36 0,31 11,20 2,75
Etisterona 1,21 0,51 0,83 13,31 6,82
Oxandrolona 0,15 0,24 0,17 0,69 0,47
Megestrol 0,10 0,94 0,00 1,59 0,18

P/E: Plataforma/Estuario

Fonte: Elaborado pela Autora.



Tabela S6 — Niveis (ug/g) para ) DEs sintéticos por localidade.

> DEs sintético Feminino DES | DNS | EE2 | MeEE2 | MGA
(ng/g)
Rio Coco 1,01 3,15 | 0,01 0,11 0,10
Delta Parnaiba 0,51 | 1,78 | 0,77 0,15 0,94
Jaguaribe 0,00 | 1,62 | 0,17 0,04 0,00
Plataforma/Estuario | ¢ 5| 3906 [ 1203 | 3.58 1,59
(Abril)
Plataforma/Estuario 135 | 1.66 | 048 0.70 0.18
(Nov)
> DEs sintético Masculino TB MET | Etisterona | OXA
(ng/g)
Rio Coco 0,29 0,40 1,21 0,15
Delta Parnaiba 1,72 0,36 0,51 0,24
Jaguaribe 0,69 0,31 0,83 0,17
Plataforma/Estuario - Abril 6,09 11,20 13,31 0,69
Plataforma/Estuario - Nov 0,79 2,75 6,82 0,47

Fonte: Elaborado pela Autora.

Tabela S7 — Niveis (ug/g) para > DEs referente a pluviosidade.

DEs Percentual
Amostra 2

(ng/g) (%)
Plataforma/Estuario - Abril 19,61 83,28
Plataforma/Estuario - Nov 4,07 16,72

Fonte: Elaborado pela Autora.



Tabela S8 — Niveis (ug/g) para X DEs referente a pluviosidade.

> DEs Percentual
DEs (ug/g) (%)

Abril Nov Abril Nov

Dietilestilbestrol 16,50 1,35 12,14 4,88
Dienestrol 39,06 1,66 28,75 6,03
S5a-Androstran-3f-ol 15,23 0,76 11,21 2,75
17a-Etinilestradiol 12,03 0,48 8,86 1,76
Estrona 8,40 2,19 6,18 7,94
Mestranol 3,58 0,70 2,63 2,53
Trembolona 6,09 0,79 4,48 2,88
17a-Metiltestosterona 11,20 2,75 8,25 9,97
Etisterona 13,31 6,82 9,80 24,70
Oxandrolona 0,69 0,47 0,51 1,70
Coprostran-3-ol 8,18 9,44 6,02 34,20
Megestrol 1,59 0,18 1,17 0,67

Fonte: Elaborado pela Autora.



