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RESUMO

Poluentes organicos emergentes (POEs) ou simplesmente contaminantes
emergentes referem-se a qualquer composto quimico presente numa variedade
de produtos comerciais como medicamentos, produtos de uso veterinario,
embalagens de alimentos, produtos de higiene, agrotéxicos, ou alguns
microrganismo. Os POEs podem ser encontrados em matrizes ambientais e
biolégicas, ndo sdo usualmente monitorados ou ainda ndo possuem legislacao
regulatoria correspondente, e apresentam risco potencial a salde humana e ao
meio ambiente. Neste trabalho, foi desenvolvido e validado um método para a
determinacdo de cafeina, ciprofloxacina, 17B-estradiol, 17a-etinilestradiol e
dietilestilbestrol, considerados interferentes enddcrinos. O método desenvolvido
utilizou extracdo em fase sdlida (SPE) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um detector de arranjo de diodos. Foram estabelecidas condicGes
cromatograficas com eluicdo por gradiente utilizando acetonitrila e &gua
ultrapura pH 2,0. O planejamento fatorial realizado por SPE indicou que melhores
respostas sao alcangadas quando utiliza-se o cartucho C18, 500 mL de volume
de amostra, pH 3,0 e volume de eluicdo igual a 2,0 mL de metanol 100%. As
figuras de mérito de validacdo do método indicaram seletividade, sensibilidade,
linearidade, precisdo, exatiddo e robustez satisfatorias para a maioria dos
compostos estudados. Os limites de deteccao (LD) variaram entre 0,283 e 1,543
Mg/L (ppb) e os limites de quantificagéo (LQ) variaram entre 0,944 e 5,142 ug/L
(ppb). Foi proposta uma nova estratégia de controle de qualidade utilizando
padrdo surrogate, e estabelecido um fator de relacdo (Fr) a fim de corrigir as
concentracbes dos compostos de interesse em amostras reais. O método
validado foi aplicado nas analises de agua superficial dos acudes que fazem
parte do abastecimento de agua da Regido Metropolitana de Fortaleza/CE. Os
compostos 17B-estradiol, 17a-etinilestradiol foram detectados numa
concentracdo maxima de 989 e 980 ng/L, respectivamente.

Palavras-chave: Contaminantes emergentes. SPE. HPLC-DAD. Agua
superficial.



ABSTRACT

Emerging organic pollutants (EOP), or Emerging Contaminants, is a term that is
used to refer any chemical compound insert in variety of comercial products such
as medicines, veterinary products, food packaging, pesticides, or any
microorganism. The EOP can be found in environmental and ecological arrays
not usually monitore or government unregulated, and poses risks to human health
na environment. The methodological approach of this thesis included a
developed and validated method to determine caffeine, ciprofloxacin, 17[-
estradiol, 17a-ethinylestradiol and diethylstilbestrol, considered endocrine
disruptors. The method uses a Solid-Phase Extraction (SPE) and high
performance liquid cromatography coupled to a diode array detector.
Chromatografic conditions were established by gradiente elution using
acetonitrile and ultrapure water (pH = 2). The experimental design performed by
SPE showed that better responses are achieved when it is used the cartridge
C18, 500 mL sample volume, pH 3,0 and 2,0 mL 100% methanol elution volume.
The method validation parameters indicated satisfatory selectivity, sensitivity,
linearity, precision, accuracy and robustness. Detection limits (DL) ranged from
0,283 to0 1,543 pg/L (ppb) and quantification limits (QL) ranged from 0,944 e 5,142
Mo/l (ppb). A new quality control strategy using surrogate standard was
proposed, and a relation factors (RF) was established to correct of concentrations
of compounds of interest in real samples. The validated method was applied to
the analysis of surface waters reservoirs from water supply system in
metropolitan region of Fortaleza. The compounds 17B-estradiol, 17a-ethynyl
estradiol was detected in a maximum concentration of 989 to 980 ng / L,
respectively.

Keywords: Emerging pollutants. SPE. HPLC-DAD. Surface water.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, frente a percepcdo do homem sobre a necessidade de se
preservar o ambiente e da busca incessante pelo desenvolvimento sustentavel,
a protecdo das fontes de agua natural € de longe um dos fatores mais
preocupantes para a conservagao da vida.

O uso de aguas superficiais para tratamento e fornecimento para
consumo humano, e também como receptores de esgotos, tratados ou néo, tém
sido os principais motivos de preocupacdo acerca da contaminacao das fontes
de 4gua (RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2004).

Muitos produtos quimicos sdo amplamente utilizados na sociedade mo-
derna, sendo produzidos mundialmente em larga escala para as mais variadas
aplicacdes. No entanto, uma das desvantagens da producéo e utilizacao destes
esta nos residuos que sdo gerados, sejam eles derivados diretamente das
atividades industriais ou produzidos apds seu consumo pela sociedade, que
podem impactar de forma negativa o meio ambiente (SILVA e COLLINS, 2011).

Poluentes orgéanicos emergentes (POE) ou simplesmente conta-
minantes emergentes referem-se a qualquer composto quimico presente huma
variedade de produtos comerciais como medicamentos, produtos de uso
veterinario, embalagens de alimentos, produtos de higiene, agrotoxicos, etc., ou
ainda qualquer micro-organismo, que podem ser encontrados em matrizes
ambientais e bioldgicas, que ndo sao usualmente monitorados ou que ainda nao
possuem legislacdo regulatoria correspondente, mas que apresentam risco
potencial a satde humana e ao meio ambiente (KUSTER et al., 2008).

Dessa forma os poluentes organicos emergentes (POE) tém sido
determinados nas mais variadas matrizes ambientais como aguas, efluentes
industriais, solos, sedimentos, emissdes gasosas, amostras biologicas (urina,
sangue, leite, saliva, tecidos, etc), alimentos e até ovos de passaros (KOESTER,
2005), sendo que as matrizes aquosas séo as mais analisadas (RICHARDSON
e TERNES, 2005; RICHARDSON, 2009).

Alguns compostos classificados como contaminantes emergentes,

também sdo conhecidos como interferentes endocrinos, e estdo incluidos alguns
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farmacos de diferentes classes como: analgésicos, antiinflamatérios, drogas
psiquiatricas, antilipémicos, antibidticos (de uso humano e veterinario),
contrastes de raios-X, hormonios e esterdides, além de componentes presentes
em protetores solares, produtos de higiene pessoal como fragrancias contendo
grupos nitro e ftalatos, inseticidas repelentes e anti-sépticos, bem como o0s
surfactantes amplamente utilizados no consumo doméstico (GHISELLE, 2006).

Os compostos chamados interferentes endocrinos (IEs), séo
substancias com propriedades que podem provocar alteragcdes no sistema
enddcrino de animais e humanos. Eles constituem uma classe de substancias
ndo definidas pela sua natureza quimica, mas pelo seu efeito biolégico. Séo
compostos organicos hormonalmente ativos que podem causar disturbios no
sistema endocrino mesmo em baixas concentragdes (RAIMUNDO, 2007).

Por apresentarem estruturas quimicas distintas, o comportamento
destes compostos no meio ambiente também é divergente. Muitos dos produtos
guimicos industriais sdo considerados poluentes organicos persistentes (POPS),
e por permanecerem no ambiente por grande periodo de tempo podem ser
transportados por longas distancias, o que faz com que sejam encontrados em
todas as regides do planeta, além de serem bioacumulaveis nos niveis tréficos
em funcdo da caracteristica lipofilica. Outros compostos sofrem degradacao
ambiental facilmente ou sdo metabolizados pelo nosso organismo de forma
rapida, como os estrégenos naturais ou farmacos, porém, a introducdo destes
interferentes no ambiente é continua (SOUZA, 2011).

O aumento de sensibilidade na deteccédo de poluentes quimicos e
seus efeitos bioldgicos tém chamado a atencdo da comunidade cientifica. O
grande progresso na instrumentacdo analitica nos Ultimos anos e o
desenvolvimento de técnicas de extragcdo mais robustas possibilitaram a
deteccéo e identificacdo de novos compostos em faixas de concentragdo mais
baixas, contribuindo, assim, para o melhor entendimento do problema de
contaminacdo do meio ambiente (KUSTER et al., 2008; SODRE et al., 2010).

Os analitos que mais tém chamado a atencdo da comunidade
cientifica e, por isso, sdo 0s mais estudados, sdo o0s principios ativos de
farmacos, substancias classificadas como interferentes enddcrinos e

substéancias contidas em produtos de higiene pessoal, devido ao fato de que até
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as mais modernas estacdes de tratamento de agua e efluentes ndo apresentam
processos de tratamento capazes de degrada-los ou elimina-los completamente,
principalmente os POE que apresentam alta solubilidade em agua ou séo pouco
degradaveis, como farmacos polares (BILA e DEZOTTI, 2003; GHISELLI e
JARDIM, 2007; PETROVIC et al., 2005).

Portanto, diante dessa contextualizacéo e tendo em vista a crescente
preocupacao ambiental dedicada aos interferentes endécrinos, este trabalho tem
por objetivo desenvolver e validar um método cromatografico (HPLC-DAD) para
determinacdo de cafeina, ciprofloxacina, 17(-estradiol, 17a-etinilestradiol e
dietilestilbestrol em aguas superficiais utilizando as técnicas de extracdo em fase
sélida (SPE).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Desenvolver e validar um método cromatografico para determinacao

da cafeina e compostos enddcrinos em aguas superficiais utilizando as técnicas

de extracdo em fase solida (SPE).

2.2

Objetivos especificos

a) Estabelecer condi¢cbes cromatogréficas para a determinacao
simultanea dos compostos cafeina, ciprofloxacina, 17p3-estradiol, 17a-
etinilestradiol e dietilestilbestrol por HPLC-DAD;

b) Desenvolver um método de extracao para cafeina, ciprofloxacina,
17B-estradiol, 17a-etinilestradiol e dietilestilbestrol avaliando o

desempenho dos cartuchos comerciais C18 e HLB;

c) Otimizar, através de planejamento fatorial, 0 método de extracao
por SPE;

d) Estudar os principais parametros (pH, volume de eluente e volume
de amostra) que influenciam na eficiéncia da extracdo da cafeina e

dos compostos enddécrinos por SPE;

e) Validar o método de extracdo por SPE e o método cromatografico

atraves das figuras de mérito de validacao;

f) Realizar o ajuste estatistico das curvas de calibracao;

g) Propor um controle de qualidade analitica utilizando como
estratégia um padrao surrogate e um fator de relacéo (Fr);
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h) Aplicar a método validado em analise de amostras dos agudes que
participam do sistema de abastecimento da Regido Metropolitana de
Fortaleza/CE.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Interferentes enddécrinos

Alguns pesquisadores definem um interferente enddcrino com base
nos seus efeitos, ou seja, trata-se de uma substancia quimica que, mesmo
presente em concentracdo extremamente baixa, € capaz de interferir no
funcionamento natural do sistema enddécrino causando cancer, prejudicando os
sistemas reprodutivos (por ex., reduzindo a producdo de espermatozoides) e
causando outros efeitos adversos. Por isso, tais substancias sdo mundialmente
denominadas “endocrine disruptors” (EDs) ou ainda “endocrine disrupting
compounds or chemicals” (EDCs) (GHISELLI e JARDIM, 2007; LINTELMANN et
al., 2003).

A traducdo para a lingua portuguesa tem gerado algumas
denominacfes diferentes, uma vez que ha poucos grupos de pesquisadores
brasileiros trabalhando com esta temética. Podem ser encontradas as seguintes
denominacgdes: “perturbadores endoécrinos” (BILA e DEZOTTI, 2003),
“disruptivos ou disruptores enddcrinos” (GEROLIN, 2008), “desreguladores
endécrinos” (PESSOA, 2012), “interferentes endocrinos” (GHISELLI, 2006),
“estrogénios ambientais” (BAIRD, 2002), dentre outras. Embora a traducao exata
para a palavra “disrupt” seja desfazer, perturbar, interromper, decidiu-se adotar,
neste trabalho, o termo “interferentes enddcrinos” (IE) para se referir as tais
substancias, jA que as mesmas interferem ou alteram, de alguma forma, o
funcionamento natural do sistema enddcrino de espécies animais.

Em maio de 1997, a agéncia de protecdo ambiental dos Estados
Unidos (“U.S. Environmental Protection Agency — USEPA”), através do seu
comité consultivo responsavel pela avaliacdo e diagnostico de interferentes
endocrinos (“Endocrine Disrupter Screening and Testing Advisory Committee —
EDSTAC”), propds uma definicdo mais detalhada que considerava também a
ampla diversidade de mecanismos envolvidos nas disfuncdes do sistema
endocrino. O EDSTAC descreve um interferente endocrino como sendo uma

substancia ou mistura quimica exdgena que altera uma ou mais funcdes do
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sistema endocrino, bem como a sua estrutura, causando efeitos adversos tanto
sobre um organismo e sua descendéncia, como em populacdes ou
subpopulacdes de organismos, tendo como base estudos cientificos, dados,
evidéncias de peso e principios de precaucdo (GHISELLI e JARDIM, 2007;
LINTELMANN et al., 2003; USEPA, 2013a).

Os interferentes enddcrinos podem exibir tanto um comportamento
estrogénico como androgénico. Estrogénios sdo esteroides hormonais que
regulam e sustentam o desenvolvimento sexual feminino e suas funcbes
reprodutivas. Ja os androgénios sdo esteroides hormonais responsaveis pelo
desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias masculinas
(SHIMADA et al., 2001).

A origem da hipétese da acéo dos interferentes enddcrinos deve-se a
acontecimentos importantes, tais como, o aparecimento de cancer no sistema
reprodutivo de filhas de mulheres que usaram DES (dietilestilbestrol) na
gravidez, entre os anos de 1940 a 1970 (BIRKETT e LESTER, 2003); anomalias
no sistema reprodutivo observadas em jacarés que habitavam um lago na Florida
contaminado com o pesticida DDT e seu metabdlito DDE3 (GUILLETTE et al.,
1996) e um estudo na Dinamarca que relata o declinio na concentracao e
mobilidade dos espermas nos homens durante aproximadamente 50 anos
(CARLSEN et al., 1992) .

De acordo com Bila e Dezotti (2007), as maiores preocupacdes em
relacdo a exposicdo de humanos e outros animais aos interferentes endocrinos
sdo: se essas substancias podem produzir efeitos tdéxicos em baixas
concentracdes; quais substancias estdo associadas aos efeitos toxicos a baixas
concentracbOes; se essas substancias estdo presentes em concentracdes
ambientalmente relevantes que possam ser uma ameaca a saude de humanos
e animais; se existe uma concentracdo limiar abaixo da qual essas substancias
guimicas podem ser consideradas como seguras; se 0S novos tipos de ensaios,
usados para prever os efeitos causados em organismos expostos, podem
realmente fornecer ferramentas para o entendimento do mecanismo de acao
dessas substancias e, se esses ensaios podem ser facilmente usados em larga

escala para monitorar seus efeitos no meio ambiente.
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3.2 O Sistema endécrino e modos de acdo dos interferentes

enddécrinos

O sistema enddcrino ou hormonal do homem é formado por um
conjunto de glandulas posicionadas em todo corpo que inclui a hipdéfise ou
pituitaria, a tireoide, as paratireoides, as adrenais (ou supra-renais), as gbnadas
(testiculos e ovéarios) e o péancreas. Hormbénios sdo substancias quimicas
produzidas e excretadas pelas glandulas e liberados para a corrente sanguinea
e 0S receptores, nos varios 6rgaos e tecidos, reconhecem e respondem aos
mesmos. Através dos horménios, o sistema endocrino promove uma delicada
integracao entre diferentes tecidos do corpo humano e é responsavel por regular
0 crescimento e o desenvolvimento, 0 metabolismo corporal, a reproducéo, o
sono, a sede, a fome e a imunidade (COLBORN et al., 1997; GEROLIN, 2008).
A Figura 1 ilustra as glandulas que mais tradicionalmente estéo relacionadas ao

sistema enddcrino no homem e na mulher.



27

Figura 1 Algumas glandulas, érgéo e tecidos que enviam e recebem mensagens hormonais no
corpo.

Hipofise ou Pituitaria

Paratiredides

. Tiredide
Na Célula:
Componentes-chave na recepgao ) Timo
|
Supra-renais
Pancreas
/" -
) - Ovarios
[ Testiculos

Fonte: GHISELLI (2006).

Os hormdnios servem como mensageiros quimicos que circulam no
sangue, fazendo a ligacdo entre varios Orgdos do sistema reprodutivo,
coordenam o trabalho sincronizado dos 6rgdos e tecidos para manter o
funcionamento do corpo. O hipotdlamo monitora constantemente os niveis de
horménios no sangue. Se os niveis de um determinado hormonio estiverem
muito altos ou baixos, o hipotalamo manda uma mensagem a pituitaria; esta
indica para a glandula produtora desse hormdnio se deve acelerar a producéo,
trabalhar mais devagar ou interromper as atividades. Assim, as mensagens vao
e vém continuamente. Sem esse constante feedback, o corpo humano seria uma
multiddo de, mais ou menos, 50 trilhdes de células, ao invés de um organismo
integrado, operando com um roteiro Unico. Qualquer interferéncia neste sistema

extremamente balanceado pode levar a um desenvolvimento inapropriado do
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mesmo e alteragBes significativas dos varios processos que ali ocorrem
(COLBORN et al., 1997; GEROLIN, 2008).

Embora as moléculas dos horménios entrem em contato com 0s
tecidos do corpo, apenas células que contenham receptores especificos para um
hormonio particular sdo afetadas por ele. A quantidade de hormonio produzida
por uma glandula enddcrina geralmente é pequena e diluida no sangue e no
liquido intersticial. Dessa forma os horménios devem ser eficientes em
concentragdes muito baixas, tipicamente entre 108 e 1012 M. A alta sensibilidade
da sinalizacdo hormonal é oriunda de alta afinidade dos receptores de células
alvos pelos horménios (ECKERT et al., 2008; PESSOA, 2012).

Os estrogenos e andrégenos séo importantes em ambos 0S sexos em
varios aspectos do crescimento, do desenvolvimento e da diferenciacéo
morfolégica, bem como no desenvolvimento e na regulacdo do comportamento
e dos ciclos sexual e reprodutivo (ECKERT et al., 2008).

Os andrégenos sao hormoénios masculinos dos quais 0 mais
importante é a testosterona. Sao essenciais para a espermatogénese normal
(producgéo de espermatozoides), mas também mantém a integridade normal dos
O0rgdos sexuais tais como: prostata, vesicula seminal e epididimo. Os
androgénios também determinam o desenvolvimento fisico e psiquico das
caracteristicas do homem. Os estrdgenos sdo os horménios femininos que
estimulam o desenvolvimento dos 6rgdos sexuais femininos, das mamas e de
varias caracteristicas sexuais secundarias. Os trés principais horménios sexuais
presentes em quantidade significativa no plasma feminino humano, chamados
estrogénios, sdo: Estradiol: secretado pelo ovario, é o principal estrogeno;
Estrona: pequena quantidade, mais fraco que o estradiol; Estriol: estrogeno
fraco. A poténcia estrogénica do estradiol & 12 vezes a do estrona e 80 vezes a
do estriol (GEROLIN, 2008; GUYTON et al., 1996).

Quanto a acgdo biologica, os interferentes enddcrinos (IE) também
podem ser classificados em: agonista (mimetizacdo de um horménio natural) ou
antagonista (bloqueio de hormonio).

A interferéncia dos IE no funcionamento do sistema enddécrino pode
ocorrer, no minimo, por trés formas (GHISELLI, 2006; LINTELMANN et al., 2003;
PESSOA, 2012):
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a) Imitando a agdo de um hormonio natural produzido pelo organismo:
um composto exdgeno liga-se ao receptor como uma substancia natural e o
ativa, essa ligacao depende da afinidade do exégeno com o receptor. A ativacao
desse hormonio receptor causa os mesmos efeitos do que causaria um horménio
enddgeno;

b) Bloqueio dos receptores das células: um composto liga-se ao
horménio receptor bloqueando ou diminuindo as respostas normais porque o
receptor ndo pode ser ativado normalmente;

c) Afeta a sintese, transporte, metabolismo e excrecédo dos hormonios
naturais no organismo, alterando dessa forma a concentragdo dos mesmos,
dependendo da fase na qual um determinado organismo se encontra (ha fases
mais suscetiveis, por exemplo, durante o desenvolvimento do feto).

Tanto para agonista e antagonista a concentracdo do composto que
estiver se ligando ao hormonio receptor tem um papel importante, pois as
concentracfes dos hormonios enddgenos sdo normalmente muito baixas, entdo
se a concentracdo dos xenobidticos no organismo for alta, os efeitos da
desregulacdo endocrina podem ser causados mesmo se a afinidade dos
xenobidticos com o horménio receptor for baixa (LINTELMANN et al., 2003;
PESSOA, 2012).

A Figura 2 apresenta os mecanismos de acdo dos interferentes

enddcrinos.

Figura 2 - Disfun¢fes enddcrinas — (a) resposta natural, (b) efeito agonista, (c) efeito
antagonista.

Horménio Mimetizador Bloqueador
Hormonal Hormonal
_ -
Célula Célula Célula
Releptor eLeptor eLeptor
ito Ko k6
Resposta Efeito Agonista Efeito Antagonista
(Resposta Inibida)
(a) (b) (c)

Fonte: GHISELLI, (2006); PESSOA, (2012).
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3.3 Substancias classificadas como interferentes endoécrinos

Os compostos considerados interferentes endocrinos sdo também
classificados como micropoluentes organicos, substancias toxicas persistentes
(STPs) ou poluentes organicos persistentes (POPs). A relacdo de compostos
hormonalmente ativos abrange um extenso nimero de substancias que estédo
presentes nos bens de consumo da sociedade contemporanea, seja direta ou
indiretamente, como, por exemplo, em alimentos, cosmeéticos, produtos de
higiene pessoal, produtos de limpeza e brinquedos infantis (GHISELLI e
JARDIM, 2007; SOUZA, 2011).

Vérios grupos de substancias tém sido considerados interferentes
endacrinos, incluindo, novos agrotoxicos, drogas ilicitas, farmacos, produtos de
higiene pessoal, protetores solares, estrogénios, alquilfendis e seus derivados,
alguns subprodutos provenientes dos processos de desinfeccdo da é&gua,
retardantes de chama bromados, compostos perfluorados, siloxanos,
benzotriazois, acidos nafténicos, percloratos, liquidos ibnicos, dioxinas, o
antimonio, dentre os adocantes a sucralose, além dos nanomateriais e alguns
microrganismos e toxinas de algas (RICHARDSON e TERNES, 2005;
RAIMUNDO, 2011).

As substancias classificadas como IE, incluindo substancias naturais
e sintéticas, usadas ou produzidas para uma infinidade de finalidades podem ser
agrupadas em duas classes: 1. Substancias sintéticas - utilizadas na agricultura

e seus subprodutos, como pesticidas, herbicidas, fungicidas e moluscicidas;
utilizadas nas industrias e seus subprodutos, como dioxinas, PCB, alquilfendis e
seus subprodutos, ftalatos, bisfenol A, entre outros; compostos farmacéuticos,
como o antibiético ciprofloxacina (CIPRO), estrogénios sintéticos dietilestilbestrol

(DES) e 17a-etinilestradiol (EE2) e, 2. Substancias naturais - fitoestrogénios, tais

como, genisteina e metaresinol e estrogénios naturais 173-estradiol (E2),
estrona e estriol (BILA e DEZOTTI, 2007).

Alguns agentes terapéuticos e farmacéuticos também estéo na lista
das substancias classificadas como interferentes enddocrinos. Sao estrogénios
sintéticos usados como contraceptivos orais, na reposicdo terapéutica na

menopausa ou na prevencao do aborto, tais como, DES e o 17a-etinilestradiol.
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A maior aplicagdo médica do 17a-etinilestradiol tem sido no desenvolvimento de
pilulas contraceptivas, que contém de 30 a 50 ug de 17a-etinilestradiol por pilula
(BEAUSSE, 2004). O DES foi muito usado nos anos 70 na prevencao do aborto
(BIRKETT e LESTER, 2003). Os antibidticos tém sido discutidos na literatura,
devido ao seu potencial de desenvolvimento de bactérias resistentes no meio
ambiente (GUARDABASSI et al., 2002; MIRANDA e CASTILLO, 1998) e por
serem usados em grandes quantidades, tanto na medicina humana, quanto na
medicina veterinaria (crescimento do gado, na aquicultura e producéo avicola e
suina) (INGERSLEV et al., 2001; LOKE et al., 2000).

Estrogénios naturais fazem parte da classe dos interferentes
enddcrinos. Pesquisas demonstram que os estrogénios estrona e 173-estradiol
Sao 0s maiores responsaveis pela atividade estrogénica nos efluentes de ETE
(SOLE et al., 2003). Estrogénios naturais também s&o encontrados em aguas
naturais, no solo e lodos biolégicos em varias partes do mundo (TERNES et al.,
1999; ALDA e BARCELO, 2001). Esses estrogénios sao naturalmente e
diariamente excretados na urina humana e, assim, descartados no esgoto
domestico.

A maioria dos compostos que causam efeitos adversos no sistema
endocrino de animais e de seres humanos sdo de origem antrépica. Essas
substancias sdo designadas de xenoestrégenos, substancias sintetizadas pelo
homem (xenobibticos) que ndo apresentam estrutura esteréide, mas possuem
mecanismo de acdo similar aos estrogénios endoégenos (GOLOUBKOVA e
SPRITZER, 2000; SOUZA, 2011).

3.4 Propriedades fisico-quimicas caracteristicas e dos compostos de

interesse

Neste estudo foram abordados quatro compostos xenoestrogenos
pertencem ao grupo dos IEs, a saber: o farmaco antibiético ciprofloxacina
(CIPRO), o estrogénio natural 17p-estradiol (E2) e os estrogénios sintéticos 17a-
etinilestradiol (EE2) e dietilestilbestrol (DES); e o farmaco estimulante cafeina,

gue embora ndo seja considerada uma substancia suspeita de causar alteracao
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no sistema endocrino, e ndo se conheca efeitos causados a biota oriundas da
exposicao a este contaminante, sera utilizada neste estudo como um indicador
ou tracador da qualidade do manancial relacionado ao aporte de esgoto
domeéstico.

De acordo com Raimundo (2011) o destino e comportamento dos
compostos no ambiente e nas ETE sao influenciados por suas propriedades
fisico-quimicas, as quais regem a particdo na agua, solo ou biota.

O coeficiente de particdo octanol-agua (Kow) € uma medida da
lipofilicidade de um composto e € usado para determinar a sor¢cado efetiva das
substancias pela fase liquida. Sao verificados dois mecanismos de sorcdo: a
absorcdo que trata de interacdes hidrofobicas caracterizadas pelo valor de log
Kow; e a adsor¢do que esta relacionada com interacbes eletrostatica e a
tendéncia da substancia de se ionizar ou dissociar no meio aquoso, a qual é
caracterizada pela sua constante de dissociacdo acida, pKa. De acordo com
essas propriedades, os contaminantes podem ser divididos em trés grandes
grupos: os lipofilicos, com alto valor de log Kow; 0s basicos ou ndo-ibnicos; e 0s
compostos &cidos, que apresentam hidrofilicidade e sdo ibnicos (RAIMUNDO,
2011).

O coeficiente de distribuicdo de carbono organico (Koc) mede a
tendéncia que um composto tem de sofre particdo entre a fase sélida e a solucéo
do solo no sistema solo-agua. Assim, por meio do log Koc pode-se determinar a
adsorcdo da substancia ao material em suspensao na agua, sendo esse valor
crescente com o aumento do carater apolar do composto. H& uma forte
correlacdo direta entre os valores de log Kow e log Koc; sendo a afinidade pelo
octanol o indicativo do grau de lipofilicidade, sinalizando também a afinidade com
a matéria organica do solo. A hidrofobicidade de uma molécula organica pode
ser quantificada pela sua solubilidade em agua ou pelo coeficiente de particdo
octanol-agua (Kow) (SCHAFFER et al., 2012).

A Tabela 1 apresenta as propriedades fisico-quimicas dos cinco

compostos que foram estudados nesse trabalho.
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Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas dos compostos estudados em funcao de suas classes.

(Psat
Composto Formula ( '>/|m|v(|)|) pKa Ilzog Il_<og 25°C Uso
g ow ocC (mg/L)

] < < .
Cafeina (CAF)  CgH1oN4O- 194,2 10,1 001 001 21700 Estimulante
Ciprofloxacina pKar = 6,18 o

(CIPRO) CiHisFNsOs 3314\ g7 124 - 2000  Antibiético
17B-Estradiol o 0, 2724 104-107 394 352 13  CSwogenio

(E2) natural

17a- Estrogénio
Etinilestradiol C20H240> 296,4 10,5 4,15 3,68 4,8 : g

sintético

(EE2)

Dietilestilbestrol Estrogénio

(DES) C18H200> 268,4 9,73 5,07 3,90 sintético

Fonte: Raimundo (2011); Raimundo e Jardim (2011); Va'zquez et al. (2001); S@rensen et al.
(2000), Lei et al. (2009), Yu - Chen Lin et al. (2010).

Os altos valores de log Kow apresentados pelos estrogénios E2, EE2
e DES indicam, por exemplo, que a interacdo com a matéria organica do solo é
favorecida, tornando a infiltracdo ou a percolacdo limitadas. No entanto, os
horménios poderiam chegar aos corpos d‘agua por escoamento superficial
(assoreamento), quando ocorre aplicacao de biossdlido ou excretas de animais
no solo (LEE et al., 2003).

A cafeina € um composto basico com valores de pKa = 10,1 e
apresenta alta solubilidade em agua, log Kow < 0,01. A cafeina dificilmente se
bioacumula, pois apresenta baixa afinidade com tecidos gordurosos.

A ciprofloxacina é caracterizada como sendo uma 7-
piperazinilquinolonas (FQs), que incluem grupos amina adicionais, conferindo-
lhe carater basico. No entanto, em solu¢do aquosa, as 7-piperazinilquinolonas
apresentam trés diferentes espécies, que sao catidnicas, zwiteridbnicas e
anibnicas, enquanto as outras quinolonas podem somente ser neutras ou
aniénicas (PASCHOAL, 2007).



34

As FQs com grupo piperazinil tem dois pKa, um perto de pH 6 e outro
préximo de pH 8, existindo, majoritariamente, na forma catiénica a pH acido e na
forma anionica em pH béasico. Existem na forma zwiteridnica a pH neutro, tendo
a molécula, na globalidade, carga zero, mas tendo zonas com carga positiva e
outras com carga negativa. Sao sollveis em agua, mas pouco solluveis em
solucdes organicas (PISTOS et al., 2005).

Duas caracteristicas importantes para o estudo das moléculas desses
compostos sao a hidrofilicidade e a hidrofobicidade. A Figura 3 apresenta os

niveis dessas duas caracteristicas dos farmacos.

Figura 3 — Niveis de hidrofilicidade e hidrofobicidade dos compostos farmacéuticos.

HIDROFILICIDADE
A
Antibiético fluorquinolona
Analgésicos (tipo NSAID)
Tranquilizantes
Estrogenos
A
HIDROFOBICIDADE

Fonte: Adaptado de Fatta et al. (2007).

Condicdes tais como, temperatura, pH, salinidade, existéncia de
substancias humicas ou material particulado, influenciam significativamente na
solubilidade e destino desses compostos, facilitando ou dificultando sua
degradagéao no meio natural (RAIMUNDO, 2011).

3.4.1 Cafeina
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A cafeina € um alcaldide, identificado como 1,3,7-trimetilxantina.
Pertence ao grupo de compostos quimicos chamados metil-xantinas, presentes
em cerca de 60 espécies de plantas no mundo. Este alcaloide é encontrado em
grande quantidade nas sementes de café (Coffee sp.) e nas folhas de cha verde
(Camilla sinensis). Também pode ser achado em outros produtos vegetais,
particularmente no cacau (Theobroma cocoa), no guarana (Paullinia cupana) e
na erva-mate (llex paraguayensis). Embora uma parcela pequena da populacao
consuma cafeina na forma de farmacos, como por ex. antigripais, grande parte
deste alcaldide é ingerida na forma de bebidas. Uma xicara de café pode conter
em média cerca de 80 mg de cafeina, enquanto uma lata de coca-cola em torno
de 34 — 41 mg. Também pode ser encontrada no tabaco, em alguns condimentos
e inibidores de apetite (GARDINALI e ZHAO, 2002; MARIA e MOREIRA, 2007).

A cafeina é um dos alcaldides com atividade biolégica mais ingeridos
no planeta. Apresenta acdo farmacoldgica variada provocando, dentre outros
efeitos, alteracbes no sistema nervoso central, sistema cardiovascular e
homeostase de célcio (MARIA e MOREIRA, 2007). As xantinas sdo substancias
capazes de estimular o sistema nervoso, produzindo um estado de alerta de
curta duracao (GARDINALI e ZHAO, 2002).

A presenca deste composto no ambiente, principalmente nas aguas
naturais, €, sobretudo de origem antrépica. Estudos tém mostrado que certa
porcentagem de cafeina, entre 3 e 10 %, ndo é absorvida pelo organismo e é
excretada na urina. Em ETE a cafeina é lentamente metabolizada pela bactéria
Pseudomonas putida. Os produtos de degradacao da cafeina incluem outros
derivados das xantinas (GARDINALI e ZHAO, 2002).

Em paises onde héa tratamento de esgotos adequado, a cafeina tem
sido usada como indicador de contaminacao por esgoto doméstico em situacdes
onde ha vazamento na rede coletora capazes de atingir outros cursos d’agua. E
considerado um marcador quimico sensivel e especifico que pode ser detectado
rapidamente, pois se apresenta em altas concentracdes nos esgotos, € estavel
e bastante soluvel em agua (RAIMUNDO, 2011). E em alguns casos foi
associada com elevadas concentragdes de nitratos no meio aquatico (CHEN et
al.,2002), em outros, a presenca de coliformes totais, comumente usados como
tracador de contaminacéo fecal (PIOCOS e CRUZ, 2000).
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No trabalho de Raimundo (2007), os niveis de concentracéo
encontrados para a cafeina nas aguas superficiais da Regido Metropolitana de
Campinas- SP, na faixa de 0,2 a 127,1 ug/L, sdo compativeis aos teores
determinados em amostras de esgoto na Alemanha, com valores médios de 54,7
Mg/L (WEIGEL et al., 2004).

3.4.2 Ciprofloxacina

Uma das classes de medicamentos mais utilizadas é a classe dos
antibioticos, compostos que inibem o crescimento de determinados
microrganismos e séo utilizados para o tratamento de diversas infeccoes.

A ciprofloxacina é uma fluoroquinolona, derivada do acido nalidixico,
principal grupo de antimicrobianos sintéticos com espectro de atividade que
inclui ambos os patdgenos Gram-negativo e Gram-positivo (PASCHOAL, 2007).

E muito utilizada em diversas infeccdes no homem: em pneumonias
causadas por Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Escherichia coli, Pseudomonas,
Haemophilus, Branhamella, Legionella e Staphylococcus, em infec¢cdes do
ouvido médio (otite média), dos seios perinasais (sinusite), em especial quando
causadas por agentes patogénicos Gram-negativos (incluindo Pseudomonas ou
Staphylococcus), em infeccdes oftalmolégicas, infeccées dos rins e/ou do trato
urindrio, infeccdes dos 6rgaos genitais, incluindo anexite, gonorreia e prostatite,
infeccbes da cavidade abdominal, infeccBes da pele e tecidos moles e infeccfes
Osseas e articulares (BALL, 2000; PEREIRA, 2009).

Os farmacos sédo desenvolvidos para serem persistentes, mantendo
suas propriedades quimicas o bastante para servir a um propdsito terapéutico.
Porém, segundo Mulroy (2011), 50% a 90% de uma dosagem do farmaco é
excretado inalterado e persiste no meio ambiente. O uso desenfreado de
antibioticos acarreta dois problemas ambientais: um, € a contaminacdo dos
recursos hidricos e o outro, € que alguns microrganismos criam resisténcia a
esses farmacos. As bactérias podem fazer, e frequentemente o fazem,

mudancas no seu material genético, adquirindo resisténcia aos farmacos. Assim,
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uma bactéria presente em um rio que contenha tracos de antibioticos pode
adquirir resisténcia a essas substancias (BOWER e DAESCHEL, 1999).

Nos estudos de Lee et al.(2007) no Canad4, a concentracdo de
ciprofloxacina encontrada em amostra de agua residuaria no efluente da ETE,
foi de 146 ng/L. Ao investigar a ocorréncia de antibidticos no Rio Sena, na
Franca, Tamtam et al. (2008) encontraram concentracdes na faixa de 10 - 55
ng/L e Kolpin et al. (2002) detectaram concentragdes médias de 0,02 ug/L de

ciprofloxacina em amostras de aguas superficiais nos Estados Unidos.

3.4.3 Hormobnios

O 17B-estradiol (conhecido também como estradiol ou pela sigla E2)
€ um horménio natural que nas mulheres é responséavel pela sintese de
estrogénio circulante. Esses estrogénios sdo naturalmente e diariamente
excretados na urina humana e, assim, descartados no esgoto domeéstico. O
dietilestilbestrol (DES) e o 17a-etinilestradiol (EE2) sdo estrogénios sintéticos
usados como contraceptivos orais, na reposicao terapéutica na menopausa ou
na prevencao do aborto (BILA e DEZOTTI, 2003).

Vérios organismos excretam diferentes quantidades de esteroides
sexuais (hormonios), dependendo da idade, do estado de saude, da dieta ou
gravidez. A quantidade de estrogénio excretada por uma mulher gravida pode
ser até mil vezes maior que a de uma mulher em atividade normal, dependendo
do estagio da gravidez (LINTELMANN et al., 2003).

A Tabela 2 mostra uma estimativa das taxas de excrecdo diarias do

estrogénio natural 17B-estradiol e do estrogénio sintético 17a-etinilestradiol.
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Tabela 2 — Excrecao diaria (ug) de 17B-estradiol (E2) e 17a-etinilestradiol (EE2) em seres
humanos.

17B-estradiol (E2) 17a-etinilestradiol (EE2)

Categoria
Homens 1,6 -
M
ulheres e~m 35 ]
menstruagcao
Mulheres em menopausa 2,3 -
Mulheres em gestacao 259 -
Mulheres - 35

Fonte: Johnso et al. (2000).

Em seu estudo sobre a avaliagdo da ocorréncia de perturbadores
enddcrinos em mananciais de abastecimento da Regido Metropolitana de Belo
Horizonte, Moreira (2008) encontrou 0os compostos 17B-estradiol e 17a-
etinilestradiol numa faixa de concentracéo de 2 a 54 ng/L. Ao avaliar a qualidade
das &guas destinadas ao abastecimento publico na regido de Campinas, Ghiselli
(2006) encontrou uma concentracao de 173-estradiol na faixa de 1,8 — 6,0 ug/L
e de l1l7a-etinilestradiol na faixa de 1,0 — 3,5 yg/L nas aguas superficiais e
potavel. A média dos resultados obtidos por Gerolin (2008) para a agua tratada
de Campinas e Sumaré foram, respectivamente, 0,92 e 1,30 ng/L para E2 e 275
e 472 ng/L de EE2. Ao estudar os desreguladores enddcrinos natural e sintético
na agua, sedimento e biota de uma lagoa costeira em Veneza, Pojana et al.
(2007) encontraram uma concentracdes de DES no sedimento na faixa de 11 —
63 ug/kg.

35 Fontes dos interferentes enddcrinos no meio ambiente

De acordo com Bila e Dezotti (2007), toneladas de substancias
sintéticas e naturais sdo langadas anualmente no meio ambiente, das quais, um
namero consideravel é de desreguladores endocrinos. Além de serem
associados aos efeitos no sistema enddécrino, alguns sdo também persistentes,
lipofilicos, bioacumulativos e tem baixa pressdo de vapor, o que facilita a

disperséo e difusdo no meio ambiente.
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Tanto os interferentes enddcrinos como outras classes de poluentes
ambientais apresentam uma variedade de fontes. Todavia, tais fontes podem ser
classificadas em dois grandes grupos: pontuais e ndo pontuais (ou difusas)
(BIRKETT e LESTER, 2003).

As fontes pontuais apresentam um ponto de entrada no meio
ambiente bem caracterizado, geralmente através dos cursos d’agua. Como
exemplo, podem-se citar as descargas de efluentes industriais e esgotos
domésticos, derramamentos acidentais, atividades de mineracdo, enchentes,
dentre outras. Trata-se de descargas diretas para os corpos d’agua. Por outro
lado, as fontes ndo pontuais séo definidas como fontes que n&o apresentam um
ponto de entrada no meio ambiente bem caracterizado. Bons exemplos destas
fontes sdo as deposicdes atmosféricas e os escoamentos superficiais, sobretudo
provenientes das préaticas agricolas. Trata-se de rotas resultando em deposicdes
parciais dos poluentes antes destes atingirem os corpos d’agua (BIRKETT e
LESTER, 2003; GHISELLI e JARDIM, 2007).

A questédo central é que fontes ndo pontuais sdo mais dificeis de
serem controladas uma vez que o ponto de entrada dos poluentes no ambiente
depende do tipo da fonte, da sua localizacao e, ainda, da combinagéo de uma
série de processos envolvendo a concentragdo do poluente, sua distribuicdo no
meio ambiente, suas propriedades fisico-quimicas e as condicbes ambientais
(BIRKETT e LESTER, 2003).

O transporte de um determinado poluente oriundo de uma fonte nao
pontual de uma area urbana também parece ser diferente daguele proveniente
de uma zona rural. Existem algumas razdes para isso: boa parte da area urbana
€ coberta com materiais impermeaveis; como na area urbana ha pouca
exposicdo do solo ao meio ambiente, o processo de eroséo € menos favorecido
e as particulas do solo acabam sendo transportadas preferencialmente para as
aguas superficiais; na area urbana a poluicao pode se dar também pelo acumulo
de lixos, durante o transito, nas emissdes radioativas, enquanto que na area rural
a poluicdo advém basicamente da erosao do solo; na area urbana a maioria dos
poluentes depositados na superficie do solo (impermeavel) acaba sendo

escoada para os corpos d’agua (lixiviagdo), enquanto que na é&rea rural as
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deposi¢cbes podem ser incorporadas ao solo, ou seja, sorvidas ou infiltradas,
dificultando a remocéao (BIRKETT e LESTER, 2003).

Pouco se conhece sobre as rotas dos IEs ho meio ambiente. A Figura
4 apresenta um esquema que sugere possiveis caminhos para os interferentes

enddcrinos quando descartados no meio ambiente.

Figura 4 — Possiveis rotas de interferentes enddcrinos no meio ambiente.
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Fonte: Bila e Dezotti (2003).

Um caminho de farmacos residuais no ambiente aquatico pode ser
devido ao esterco ser usado como fertilizantes e, dessa forma, ocorre a
contaminacado das aguas de subsolo. Outra contaminagcéo pode ser devido ao
uso do lodo digestivo proveniente das ETEs na agricultura. Uma outra fonte de
contaminagdo ambiental que tem sido observada é consequente da disposi¢ao
de residuos provenientes de industrias farmacéuticas em aterros sanitarios,
contaminando as aguas de subsolo nas cercanias do aterro (BILA e DEZOTTI,
2003).
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Os antibidticos sdo usados como promotores de crescimento na
producdo de gado, na producdo avicola e sédo intensivamente usados como
aditivos de alimento de peixe na aquicultura e criacdo de porcos (INGERSLEV
etal., 2001; LOKE et al., 2000; RABOLLE e SPLIID, 2000). Sendo assim, podem
contaminar o solo, 4guas de subsolo e superficiais.

Os interferentes enddcrinos também podem ser encontrados nas
cinzas dos produtos incinerados, no lodo biologico de estacfes de tratamento de
efluentes e em chorumes de aterros sanitarios. Uma quantidade consideravel de
produtos industrializados potencialmente danosos € disposta diretamente no
solo ou em aterros sanitarios (BILA e DEZOTTI, 2007).

A 4gua potavel é outra significativa fonte de exposicao a interferentes
endocrinos. As aguas superficiais e de subsolo, principais fontes de agua
potavel, podem ser contaminadas pela infiltracdo de substancias quimicas
através do solo, na agricultura ou mesmo em areas urbanas, ou no descarte de
efluentes industrial e doméstico, sendo que muitas dessas substancias ndo sao
removidas pelos processos convencionais de tratamento de agua (BILA e
DEZOTTI, 2007).

3.6 Remocao dos interferentes enddcrinos em aguas

Os processos fisico-quimicos para a potabilizacdo da agua envolve,
unidades de clarificacdo (floculadores, decantadores e filtros), de desinfeccao
(cloradores e aminoadores) de polimento (corre¢do do pH e fluoretacéo). Assim
como nas ETE, os processos convencionais de tratamento nas ETA ndo sdo
eficientes para a eliminagédo de inUmeros contaminantes, devido principalmente
a natureza polar de muitos deles (WANG et al.,, 2011). A remocao de
interferentes enddcrinos nas ETA também depende das caracteristicas
intrinsecas de cada composto, quanto dos métodos de tratamento (SNYDER,
2008).

De acordo com Westerhoff et al. (2005), os métodos convencionais

de tratamento promovem a remoc¢do de menos de 25% da concentracdo da
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maioria dos interferentes enddcrinos e, a presenca de uma etapa de cloragéao,
muito comum para desinfeccdo de aguas no Brasil, promove uma reducéo de 20
a 90% nos niveis de concentracdo, dependendo das caracteristicas de cada

composto.

Nos estudos de Huber et al. (2005), o uso de diéxido de cloro (ClO2)
como oxidante no tratamento da agua para degradacao de diferentes classes de
contaminantes revelou que, a concentracao do oxidante do meio, a qualidade do
manancial e as caracteristicas dos compostos influenciaram na eficiéncia de
remogdo. No entanto, o CIlO2 foi considerado eficiente na remocgédo de

estrogenos, sulfonamidas e antibiéticos macrolideos.

Processos terciarios como o0zonizac¢do, adsor¢ado em carvao ativado,
osmose reversa, filtracdo em membranas, processos oxidativos avancados
como UV, UV/Hz20: e fotocatalise heterogénea tém sido aplicados em ETA como
métodos complementares de remocdo de contaminantes em inUmeros paises
(WESTERHOFF et al., 2005; CHEN et al.,, 2006; YEO e KANG, 2006;
VERLIEFDE et al., 2007; SNYDER, 2008; ROSSNER et al., 2009).

A ozonizacdo tem sido uma das técnicas mais empregadas em
diversas ETA devido ao seu alto potencial de oxidacdo que tem se mostrado
eficiente na desinfeccdo, remocéao da cor, controle de sabor e odor, decréscimo
na formacdo de sub-produtos de processos de desinfeccdo, aumento da
biodegradabilidade e também para a degradacdo de contaminantes organicos
(BROSEUS et al., 2009).

A ozonizagdo promoveu uma remocao de cerca de 80% de
estrogenos e cafeina, quando foi empregado em ETA por aproximadamente 2,0
mg/L (BROSEUS et al., 2009).

Snyder (2008) comparou a eficiéncia de remocgdo de alguns
contaminantes emergentes, incluindo os estrogenos e a atrazina, nas ETA
usando cloro (3,5 mg/L), UV (40 mJ/cm?) e ozonio (2,5 mg/L) e obteve que a
ozonizacao foi o tratamento mais efetivo, a qual promoveu uma remogao superior

a 70% para a maioria dos contaminantes estudados.
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Dentre as membranas de filtracdo, os tratamentos com osmose
reversa e nanofiltracdo sdo considerados mais eficientes que aqueles
empregando ultrafiltracdo e microfiltracdo. Cada tipo de tratamento possui suas
vantagens e desvantagens que devem ser consideradas pelas ETA no momento

de se implantar um tratamento terciario na planta (SNYDER, 2008).

O carvao ativado, ambos na forma em p6 ou granulado séo efetivos
para a adsorgcéo de contaminantes, sendo que o tipo de adsorvente, o tempo de
contato, a dose ou regeneracao e as caracteristicas do manancial tais como pH,
salinidade e matéria organica, sdo parametros importantes que influenciam na
eficacia do tratamento (ROSSNER et al., 2009).

Rosenfeldt et al. (2007) verificaram a reducédo de 90% na atividade
estrogénica de amostras naturais contendo 17 B-estradiol e 17a-etinilestradiol
usando UV/H20:.

3.7 Efeitos causados pela exposicao aos interferentes endocrinos

Os farmacos sao projetados para atingir 6rgdos ou rotas metabdlicas
e moleculares especificas tanto nos humanos como em animais, mas também
possuem frequentemente efeitos colaterais importantes. Quando introduzidos no
ambiente eles podem afetar os animais pelas mesmas rotas e atingir 6rgaos,
tecidos, células ou biomoléculas com funcdes semelhantes a dos humanos
(FENT et al., 2006).

De acordo com Jorgensen e Halling-Sorensen (2000), alguns desses
efeitos podem ser observados em concentragcdes na ordem de ng/L. Pouco &
conhecido sobre o destino e o comportamento dessas substancias no ambiente
aguatico, assim como néo esté claro quais organismos séo afetados e em que
grau.

Atualmente, dois topicos sobre o efeito desses farmacos no meio

ambiente sdo os mais discutidos. O desenvolvimento de resisténcia bacteriana
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aos antibidticos e avaliacbes de perturbacbes no sistema enddcrino por
substancias como estrogénios.

Em seu estudo, Koléar et al. (2001) avaliaram o desenvolvimento da
resisténcia bacteriana aos antibidticos usados em hospitais, os quais sdo
poderosos focos de desenvolvimento de resisténcia bacteriana. Mckeon et al.
(1995) constataram a resisténcia bacteriana da espécie Escherichia coli, isolada
de aguas de subsolo de uma regido rural, frente a 16 antibiéticos.

Dados sobre toxicidade aguda (doses altas em curto espaco de
tempo) sao claros para o dietilestilbestrol (DES) que foi utilizado para a
manutencdo da gravidez em pacientes com historico de abortos espontaneos
entre as décadas de 1940 e 1960. Duas décadas depois, descobriu-se que a
exposicdo neonatal produzia adenocarcinoma vaginal nas filhas adultas. Na
ocasido dessa descoberta, tanto o DES quanto o E2 e o EE2 estimularam
alteracdes semelhantes no aparelho reprodutivo de cobaias (DASTON et al.,
1997).

Quanto a exposicéao crbnica (doses baixas em tempo prolongado), ha
indicios de que homens expostos a compostos estrogénicos podem apresentar
reducdo na fertilidade e desenvolver caracteristicas secundarias do sexo
feminino, como aumento das mamas (ginecomastia). Existem evidéncias
também de que o aumento da incidéncia de cancer de testiculos e de outros
males como a infertilidade masculina podem estar relacionados com a ingestao
de estrogénios por meio da alimentacéo ou da dgua (SHARPE e SKAKKEBAEK,
1993; PETERSON et al., 2000). A exposicdo prolongada aos estrogénios
também tem sido associada com o aumento da incidéncia de cancer de mama
em mulheres (DASTON et al., 1997).

Vérios estudos relacionam a poluicdo ambiental das aguas naturais
com anomalias no sistema reprodutivo e no desenvolvimento de espécies de
animais. A exposi¢cdo aos interferentes endocrinos pode ser responsavel por
alteracdes fisiologicas e histoloégicas em animais silvestres e de laboratorio,
incluindo alteracdes nos niveis de vitelogenina no plasma sanguineo,
feminizacdo de peixes machos, indugdao ao hermafroditismo, inibicdo no
desenvolvimento das gbnadas e declinio na reproducdo (BILA e DEZOTTI,
2007).



45

Vitelogenina (VTG) é uma proteina que desempenha um importante
papel no sistema reprodutivo de vertebrados oviparos fémeas. E sintetizada no
figado, regulada por estrogénio e transportada através do sangue para 0s
ovarios, onde serdo incorporados no desenvolvimento dos 6vulos (IRWIN et al.,
2001; PANTER et al, 1998; ZERULLA et al., 2002). De um modo geral, o gene
do VTG também esta presente em organismos machos, mas sob condi¢cfes
normais nao é expressivo, possivelmente, pela baixa concentracdo de
estrogénio no sangue (SCHMID et al., 2002). O aumento de VTG no plasma de
um organismo € considerado uma evidéncia da exposi¢cdo a substancias com
atividade estrogénica (JONHSON et al., 2000; ZERULLA et al., 2002).

Em um experimento com tartarugas da espécie Chrysemys picta,
Irwin et al. (2001) mostraram que as tartarugas fémeas expostas a estrogénios
sdo afetadas com altos niveis de VTG no plasma. Esses altos niveis de VTG
podem alterar o sistema reprodutivo desses animais como, por exemplo, por
alteracdes na producao de ovos.

Os peixes sdo um dos grupos de organismos mais completamente
estudados em termos de efeito de substancias com atividade estrogénica no
desenvolvimento de anomalias no sistema reprodutivo. De acordo com Sumpter
(1998), as pesquisas de como substancias estrogénicas afetam o sistema sexual
dos peixes comecaram na década de 1980.

Nos seus estudos, Kang et al. (2002) mostram claramente que a
exposicdo a concentracbes do estrogénio 17B-estradiol ambientalmente
relevantes (na faixa de 30 - 500 ng/L), por trés semanas, induz a concentracées
elevadas de VTG e a incidéncia de hermafroditismo em peixes machos da
espécie Oryzias latipes. E no estudo de Folmar et al. (2000), as menores
concentracbes de substancias com atividade estrogénica que induziram a
sintese de VTG em uma populacdo de peixes machos da espécie Cyorinodon
variegatus foram de 200 ng/L para o 173-estradiol e de 100 ng/L para o 17a-
etinilestradiol.

De acordo com Ramos (2002), existem poucos dados sobre a
manifestacdo de tais efeitos nos organismos presentes nos mananciais
brasileiros. Sabe-se que peixes curimbatas (Prochilodus lineatus) do Rio Mogi

Guacu estao atingindo maturidade sexual em tamanho e idade inferior ao normal.
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Esse fato também tem sido atribuido aos estrogénios, uma vez que 40% da
populacdo humana dos municipios dessa bacia hidrografica sdo mulheres em
idade reprodutiva e cerca de 80% dessas fazem uso de anticoncepcional.
Embora as concentracbes desses hormoénios nos efluentes sejam
baixas (da ordem de ug/L e ng/L), estas sdo suficientemente elevadas para
induzir a sintese de VTG em peixes machos em experimentos de laboratorio

como descrito nos estudos citados anteriormente.

3.8 Métodos analiticos utilizados na determinacado de farmacos e

estrogénios em matrizes ambientais

De acordo com Pessoa (2012) existe atualmente uma grande
variedade de procedimentos analiticos que vem sendo empregadas na analise
de amostras ambientais como agua, solo, sedimento e ar. Dentre as técnicas
utilizadas para a determinacdo de compostos em nivel de tracos, na ordem de
Mg/L até ng/L, a grande maioria emprega técnicas cromatogréficas para a
separacdo de analitos de interesse, sendo utilizados equipamentos que
apresentam elevada seletividade e baixo limite de deteccéo.

As amostras ambientais sédo consideradas matrizes complexas devido
a presenca de uma infinidade de compostos que podem interferir na anélise.
Além disso, ndo existe uma metodologia padronizada para o desenvolvimento
do procedimento analitico, podendo este ser selecionado de acordo com a
infraestrutura do laboratério (PESSOA, 2012).

Para a determinacdo de farmacos e estrogénios, diferentes métodos
analiticos sao reportados na literatura, os quais sao principalmente validos para
matrizes biolégicas como sangue, tecido e urina, sendo que algumas
modificacdes nestes métodos podem ser suficientes para amostras ambientais.
No entanto, a analise de farmacos residuais em efluentes de ETE, em aguas de
rios, de subsolos e agua potavel requer ainda o desenvolvimento de métodos
mais sensiveis para a detec¢ao de concentra¢des na faixa de pg/L e ng/L (BILA
e DEZOTTI, 2003).
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Nos ultimos anos, foram publicados muitos métodos para a analise
desses micropoluentes em amostras ambientais. Ternes (2001) fez uma reviséo
de todos os métodos analiticos utilizados na determinacdo de estrogénios, a
niveis de ng/L, em diferentes matrizes ambientais aquosas.

As separagfes em quimica ambiental geralmente envolvem as duas
técnicas cromatogréficas mais conhecidas: a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC, high performance liquid chromatography) e a cromatografia
gasosa (GC, gas chromatography).

Diagramas de polaridade-volatilidade podem esquematizar de forma
didatica qual a técnica de separacao a ser utilizada, dividindo os poluentes
organicos de acordo com suas propriedades fisico-quimicas de volatilidade e
polaridade. A Figura 5 pode ser interpretada da seguinte forma: poluentes
volateis e semivolateis, ndo polares/lipofilicos sdo frequentemente separados
por cromatografia gasosa (SILVA e COLLINS, 2011).

Figura 5 — Faixa de aplicacdo da HPLC e GC para determinacao de poluentes organicos
emergentes baseados em suas propriedades fisico-quimicas de polaridade e volatilidade.
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Fonte: Silva e Collins (2011).
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Os métodos baseados na HPLC séo adequados para uma variedade
de compostos organicos que apresentam polaridade mais alta e volatilidade mais
baixa ou ainda elevada instabilidade térmica, caracteristicas de alguns POES, o

que pode ser visto através da Figura 6 (SILVA e COLLINS, 2011).

Figura 6 — Posi¢cdo de alguns dos poluentes organicos emergentes no diagrama de polaridade
e volatilidade.
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Fonte: Fonte: Silva e Collins (2011).

Um estudo com amostras de agua superficial dos rios Atibaia,
Ribeirdo Anhumas, Capivari e Jundiai (Bacia do rio Atibaia), localizados na
regido metropolitana da cidade de Campinas, no Estado de Sao Paulo, em 2006,
utilizando a técnica de extracdo em fase sélida dos analitos e a HPLC com
detectores por arranjo de diodos (DAD, diode array detection) e fluorescéncia,

revelou a presenca de paracetamol, cafeina, acido acetilsalicilico, di-n-
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butilftalato, bisfenol A, 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol nas faixas de
concentragéo entre 0,005 até 41,7 ug/L (SODRE et. al., 2007).

3.8.1 Funcionamento do detector de arranjo de diodos

A Figura 7 ilustra um esquema optico de um espectrofotbmetro com
detector de arranjo de diodos. Neste esquema h& duas fontes de radiacdo, as
lampadas de deutério e tungsténio, cujas emissfes sao focalizadas através de
uma lente sobre a amostra. Portanto, todo o espectro de emisséo da lampada
incide sobre a mesma, sendo que a luz incidente sera, em parte, absorvida. A
luz que atravessou a amostra ira incidir sobre uma lente que focaliza o feixe
sobre uma fenda, e desta sobre uma grade de difracdo. Esta grade ira difratar a
luz, separando os seus diferentes comprimentos de onda, sendo que cada um
deles ir4 incidir sobre um diodo do arranjo. Este diodo, ao receber um feixe de
luz, produz uma corrente elétrica cuja magnitude depende da intensidade da
emissao. Através de um circuito de calibracdo adequado, esta corrente sera
transformada em absorbancia nos diferentes comprimentos de onda, resultando
no que se convenciona a chamar de espectro de absorcdo (TORRES, 2009 apud
OWEN, 1996).
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Figura 7 - Esquema Optico de um espectrofotdmetro com detector de arranjo de diodos.

Lampad
ade
tungsté
nio
Lampad
ade
deutério

Arranjo
de
diodos

Fonte: Agilent Technologies (2013).

O procedimento experimental convencional de obteng&o de espectros

de absorcdo em um instrumento deste tipo envolve inicialmente o registro de um

espectro de um ruido de fundo ou do solvente ou do ar (a serem utilizados como

branco). Arquiva-se o mesmo e, em sequéncia, se obtém o espectro da amostra

e se efetua a subtracdo dos dois. O resultado é o espectro da amostra, o qual
tem o solvente (ou ar) como branco (TORRES, 2009; OWEN, 1996).

BONATO,

Esse tipo de detector apresenta vantagens como (COLLINS; BRAGA;

2006):

a) espectros tridimensionais, mostrando absorbéancia, comprimento
de onda e tempo de retencéo, podem ser obtidos;

b) o conhecimento do espectro de absorbancia de cada composto
presente na amostra permite selecionar o comprimento de onda de
maxima absorbancia de cada um deles. Assim, melhora a detecgéo
e eliminam-se picos interferentes;

c) é possivel obter e armazenar o espectro de absorbancia de cada
pico durante a corrida. Esse processo consome poucos segundos
incluindo o processamento dos dados; portanto, € possivel obter

VArios espectros, mesmo para picos préximos. Isso constitui um



51

dado adicional que, juntamente com o tempo de retencédo, permite
analises qualitativas, nas quais a identificacdo pode ser feita

através de comparacao com um padrdo ou uma biblioteca on-line.

3.8.2 Meétodo de extracdo e concentracdo dos analitos

A andlise de tracos de compostos organicos em agua pode ser
considerada como um dos maiores desafios da quimica analitica. A
determinacdo de hormdnios estrégenos no ambiente constitui em tarefa dificil,
primeira, devido a complexidade das matrizes ambientais, e segundo, por causa
de sua baixa concentragéo (ordem de ng/L) (ARAUJO, 2006; ALDA e BARCELO,
2001).

Na maioria das analises que envolve amostras “reais”, € necessario o
enriquecimento substancial do analito para isolar os compostos alvos da matriz
e para concluir os limites de deteccdo e quantificacdo requeridos. Dentre as
varias etapas envolvidas na analise de amostras complexas, algumas mais
comuns sao: extracao, clean-up (eliminac&o de impurezas), concentracao, ajuste
de condi¢des (por exemplo, pH), antes da medida do analito de interesse. No
caso de andlises cromatogréficas, além de evitar a interferéncia dos
contaminantes da matriz que possam co-eluir com o analito de interesse, a
remocao de interferentes em geral é importante para garantir a longevidade das
colunas analiticas e evitar constantes limpeza no sistema de injecdo (ALDA et
al., 2003; LANCAS, 2004a; ARAUJO, 2006).

A extracdo em fase soélida (SPE, solid phase extraction) é atualmente
a técnica mais empregada para amostras liquidas, como matrizes de aguas
superficiais e efluentes.

A SPE na forma de colunas empacotadas contendo silica ligada como
material adsorvente foi introduzida em 1977, e consiste em uma técnica de
separacdo liquido-sdlido baseada nos mecanismos de separacdo da

cromatografia liquida de baixa pressdo, onde se emprega uma coluna aberta,
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denominada de cartucho de extracdo, a qual contém a fase soélida, sendo esta
correspondente a fase estacionaria (LANCAS, 2004a).

Os adsorventes podem ser grupos funcionais organicos hidrofébicos
guimicamente ligados a uma superficie solida, como silica. Um exemplo comum
é a ligacao do grupo C18 com a silica, onde esse grupo interage com compostos
organicos hidrofébicos pela acédo das forcas de Van der Walls, e dessa forma
sao extraidos da fase aquosa (LANCAS, 2004a).

Segundo ALDA et al. (2003), a extracdo de estrogenos em agua é
usualmente feita por SPE em discos ou, mais frequentemente em cartuchos,
sendo o octadecilsilano (C18) quimicamente ligado a silica, o adsorvente mais
empregado.

Os analitos presentes na amostra sao aprisionados no material
adsorvente, e posteriormente removidos com uma pequena quantidade de
solvente orgéanico. A amostra pode ser percolada com auxilio de bomba a vacuo
ou pressionada com uma seringa. Anteriormente a passagem da amostra pelo
cartucho, este deve ser condicionado com um solvente apropriado. A etapa de
lavagem (clean up) € usualmente requerida, e tem por objetivo eliminar os
compostos interferentes presentes na amostra (LANCAS, 2004a).

A SPE envolve basicamente quatro etapas: (1) condicionamento do
cartucho: uso de solvente adequado para disponibilizar os sitios ativos e para
ajustar as forcas dos solventes de eluicdo com o solvente da amostra; (2)
extracdo dos analitos da amostra; (3) lavagem do cartucho para eliminar
possiveis interferentes e (4) eluicdo dos analitos de interesse para posterior
analise. Na Figura 8 é apresentado um esgquema com as principais etapas

envolvidas no processo de SPE.
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Figura 8 — Esquema da extracdo em fase sélida (SPE).
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Fonte: Souza (2011).

A escolha do cartucho apropriado para a realiza¢do da extracdo é uma
etapa essencial no desenvolvimento analitico, o qual deve ser selecionado de
acordo com as propriedades fisico-quimicas do analito de interesse. Varios
materiais sao utilizados como adsorvente, sendo divido em trés principais
grupos: silica, poliméricos e carbono ativado. Um dos materiais bastante
empregado na concentracao de estrogénios € a silica modificada octadecilsilano
(C-18). Outro material indicado e bastante empregado para esses analitos é o
copolimero, produzido a partir dos monémeros: hidrofilico (N-vinilpirrolidona) e
lipofilico (divinilbenzeno) disponivel comercialmente nos cartuchos Oasis HLB®
da Waters (PESSOA, 2012).

Os materiais sorventes dependem das caracteristicas de acidez dos
compostos analisados. Para antibidticos, medicamentos antifungos e
antiparasitarios de uso humano e veterinario, os materiais sorventes mais
utilizados sédo os cartuchos com sorvente de copolimero divinilbenzeno e N-
vinilpirrolidona que, por apresentarem caracteristicas de interacdo mista
hidrofilica-lipofilica, podem extrair analitos de média a alta polaridade,
apresentando os melhores percentuais de recuperacdo (SILVA e COLLINS,
2011).
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Uma das grandes desvantagens da SPE € o volume de amostra
requerida para a concentracdo dos analitos, alem do tempo demandado. Por
exemplo, para uma concentracdo de 1000 vezes, € necessario um volume de

1,0 L e o tempo de extracédo pode chegar a 3 horas (WANG et al., 2005).

3.9 Validacdo do método analitico

Devido a inexisténcia de uma metodologia padrdo alguns documentos
podem ser utilizados para a validagdo do método analitico (ABNT-NBR 14029,
2005; BRASIL, 2003; INMETRO, 2006; LANCAS, 2004b; RIBANI et al., 2004;
HUBER, 2007).

A seguir, sdo descritas as definicdes de cada critério de acordo com

as normas mais relevantes (RIBANI et al., 2004).

3.9.1 Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separacdo é a
capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame na
presenca de componentes que podem interferir na determinacéo de analitos em
uma amostra complexa. A primeira forma de avaliar consiste em comparar a
matriz isenta da substancia de interesse e a matriz adicionada com a substancia
(padréo); para este caso, nenhum outro composto deve eluir no tempo de
retencdo da substéncia de interesse. Este parametro pode ser obtido de varias
maneiras. A avaliacdo pode ser feita com detectores modernos (arranjo de
diodos, por exemplo) que comparam o espectro do pico obtido na separacéo
com o de um padréo e utiliza-se isso como uma indicacdo da presenca do
composto puro (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004).

3.9.2 Linearidade e faixa de aplicacao



55

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em exame,
dentro de uma determinada faixa de aplicacdo. A relacdo entre o sinal e a
concentracdo deve ser determinada empiricamente a partir de sinais medidos
para concentracdes conhecidas. Essa relagédo pode ser expressa por meio de
uma equacgdo de reta chamada curva analitica. Em geral, serdo necessarios
varios niveis de concentracdo, no minimo cinco, para construir a curva analitica.
A guantificacdo requer que se conheca a dependéncia entre a resposta medida
e a concentracdo do analito. A linearidade € obtida por padronizacgéo interna ou
externa e formulada como expressdo matematica usada para o calculo da
concentracdo do analito a ser determinado na amostra real (INMETRO, 2006).

A equacdo da reta que relaciona as duas variaveis €, Equacéao 1:

y=ax+b (1)

Onde:

y = resposta medida (&rea ou altura do pico, absorbancia, etc.);

X = concentragao;

a = inclinacéo da curva analitica = sensibilidade (coeficiente angular);

b = intersecdo com o eixo y, quando x = 0 (coeficiente linear).

Por meio da regresséo linear, podem-se obter além dos coeficientes
angular e linear, o coeficiente de correlacéo (R). Esse ultimo oferece informacdes
a respeito da qualidade da curva analitica, pois, quanto mais préximo de 1,0,
menor a dispersao dos pontos.

A linearidade de um meétodo pode ser observada pelo grafico dos
resultados dos ensaios em funcdo da concentracdo do analito e verificada a partir
da equacdo da regressdo linear, determinada pelo método dos minimos
quadrados. Para tal, deve ser verificada a auséncia de valores discrepantes para
cada nivel de concentracao, antes de fazer a regresséo linear.

A faixa de aplicacéo corresponde ao intervalo entre o valor superior
e o inferior da substancia em exame que atenda aos requisitos de precisao e

exatidao.
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3.9.3 Sensibilidade

O método € mais sensivel quando pequenas variacbes de
concentracdo resultam em maior variagao na resposta, ou seja, maior inclinacao
(coeficiente angular). A sensibilidade do método analitico é expressa pelo
coeficiente angular da curva de regressdo linear, e é determinada
simultaneamente a linearidade (ABNT-NBR 14029; INMETRO, 2006).

3.9.4 Limite de detecgao (LD)

Representa a menor concentragdo da substancia que pode ser
detectada pelo método, mas ndo necessariamente quantificada. O LD pode ser
calculado de trés maneiras:

a) Método visual: é utilizado para determinar o limite de detecc¢éo
empregando a matriz com adi¢cdo de concentracdes conhecidas da substancia
de interesse, de tal modo que se possa distinguir entre ruido e sinal analitico pela
visualizacdo da menor concentracdo visivel (detectavel). Esse procedimento
também pode ser feito por meio do instrumento utilizando parametros de
deteccdo no método de integracao.

b) Método da relacéo sinal-ruido: aplica-se somente a métodos que
apresentam ruidos na linha de base. Para determinar a relacdo sinal-ruido, é
feita a comparacdo entre a medicdo dos sinais de amostras em baixas
concentracfes conhecidas do composto de interesse na matriz e um branco
(matriz isenta do composto de interesse). Assim, é estabelecida a concentracéo
minima na qual a substancia pode ser facilmente detectada. A relacdo sinal-ruido
pode ser 3:1 ou 2:1, propor¢cdes geralmente aceitas como estimativas de LD.

c) Método baseado em parametros da curva analitica: neste caso, 0

LD pode ser expresso como na Equacao 2:

LD = 3,0 x g 2
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Em que, s é a estimativa de desvio padrdo da resposta, que pode ser
a estimativa do desvio-padréo do branco, da equacao da linha de regressao ou
do coeficiente linear da equacéo, e S é a inclinacao (slope) ou coeficiente angular
da curva analitica. Para calcular esses dados, uma curva analitica deve ser feita
utilizando a matriz contendo o composto de interesse na faixa de concentracéo

proxima ao limite de deteccéo.

3.9.5 Limite de quantificacdo (LQ)

Representa a menor concentracdo da substancia em exame que pode
ser medida. O LQ pode ser determinado pelos mesmos meétodos para a
determinacao de LD. No método da relacdo sinal-ruido, o critério a ser adotado
passa a ser a taxa 10:1, para sinal-ruido. No método baseado em parametros da

curva analitica, a Equacéo 3 é adotada para o calculo:
s
LQ=10x g 3)

Em que, s é a estimativa de desvio-padrdo da resposta, que pode ser
a estimativa do desvio-padréo do branco, da equacéo da linha de regressao ou
do coeficiente linear da equacéo, e S é ainclinacao (slope) ou coeficiente angular

da curva analitica.

3.9.6 Precisdo

Expressa a dispersdo dos resultados de ensaios repetidos para
mesma amostra ou padrdo. A precisdo pode ser expressa em trés niveis
diferentes: repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade. A
repetibilidade representa a concordancia entre os resultados de medicdes
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condigbes de
medicdo, chamadas condi¢des de repetitividade: mesmo procedimento; mesmo
analista; mesmo instrumento usado sob as mesmas condi¢cdes; mesmo local;

repeticbes em um curto intervalo de tempo.
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A repetibilidade envolve varias medigcbes da mesma amostra, em
diferentes preparacdes e €, algumas vezes, denominada precisdo intra-ensaio
ou intra-corrida e pode ser expressa atraveés da estimativa do desvio padrdo
relativo.

N&o se deve confundir repetibilidade com precisdo instrumental, a
qual é medida pelas injecdes repetidas, sequenciais da mesma amostra, seguida
pela média dos valores da area do pico ou altura do pico e determinacdo da
estimativa do desvio padrao relativo de todas as injecdes (RIBANI et al., 2004).

A precisao intermediaria indica a variacdo referente a alteracdes
dentro do mesmo laboratério devido a eventos como diferentes dias ou diferentes
analistas ou diferentes equipamentos ou uma combinacdo destes fatores. A
precisdo intermediaria € reconhecida como a mais representativa da
variabilidade dos resultados em um (nico laboratério e, como tal, mais
aconselhavel de ser adotada. O objetivo da validagdo da preciséo intermediaria
é verificar que no mesmo laboratério o método fornecera os mesmos resultados
(RIBANI et al., 2004).

A reprodutibilidade é o grau de concordancia entre os resultados das
medi¢cdes de uma mesma amostra, efetuadas sob condi¢des variadas (mudanca
de operador, local, equipamentos, etc.). A reprodutibilidade refere-se aos
resultados dos estudos de colaborac¢éo entre laboratérios quando analisam uma
amostra em comum.

A precisdo pode ser expressa pelo desvio-padrdo absoluto, pelo
desvio padrdo relativo (coeficiente de variacdo, CV) ou pelo intervalo de
confianca. O limite de precisdo aceito varia de acordo com a concentracdo do

analito.

3.9.7 Exatidao

Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro. A exatiddo é sempre considerada dentro de certos limites, a um dado

nivel de confianca (ou seja, aparece sempre associado a valores de precisao).
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Estes limites podem ser estreitos em niveis de concentracdo elevados e mais
amplos em niveis de tracos.

O numero de ensaios varia segundo a legislacdo ou diretriz adotada
e também com as caracteristicas da pesquisa. A ANVISA (BRASIL, 2003)
estabelece que um minimo de nove determina¢fes envolvendo um minimo de
trés diferentes niveis de concentracdo deve ser obedecido, por exemplo, ensaios
em triplicata para trés niveis de concentracao.

Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método
sdo: materiais de referéncia; comparacdo de métodos; ensaios de recuperacao;
adicao de padrdo (RIBANI et al., 2004).

A utilizacdo de materiais de referéncia certificados (CRM), os quais
podem ser adquiridos em 6rgdos reconhecidos, como o NIST (National Institute
of Standards and Technology — USA), sdo acompanhados de um certificado que
possui o valor e a incerteza para a concentracdo de uma dada substancia. Outra
forma de avaliacdo da exatiddo consiste na comparacao dos resultados obtidos
empregando-se novo método e método oficial ou de referéncia.

Os ensaios de recuperagdo consistem em outra alternativa para a
determinacdo da exatiddo. A recuperacdo (ou fator de recuperacdo), R, é
definida como a proporcdo da quantidade da substancia de interesse, presente
ou adicionada na porcéo analitica do material teste, que é extraida e passivel de
ser quantificada (RIBANI et al., 2004).

E importante considerar como a eficiéncia do método varia em fungéo da
concentracdo da substancia. Na maioria dos casos, a dispersédo dos resultados
aumenta com a diminuicdo da concentracdo e a recuperacdo pode diferir
substancialmente a altas e baixas concentracdes. Os intervalos aceitaveis de
recuperacédo para analise de residuos geralmente estdo entre 70 e 120%, com
precisdo de até + 20%. Porém, dependendo da complexidade analitica e da
amostra, este valor pode ser de 50 a 120%, com precisdo de até + 15% (RIBANI
et al., 2004).

3.9.8 Robustez
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A robustez de um método mede a sensibilidade que este apresenta
face a pequenas variacdes. Diz-se que um método € robusto quando ele nao é
afetado por uma modificacdo pequena e deliberada em seus parametros
(RIBANI et al., 2004).

A ANVISA (BRASIL, 2003) estabelece que em HPLC, a robustez deve
ser avaliada variando parametros como pH da fase mével, composi¢cédo da fase
movel, temperatura do forno da coluna, diferentes fabricantes de colunas e fluxo
da fase movel.

Para determinar a robustez de um método, o INMETRO recomenda o
teste de Youden (INMETRO, 2010). Trata-se de um teste que permite ndo sé
avaliar a robustez do método, como também ordenar a influéncia de cada uma
das variacdes nos resultados finais, indicando qual o tipo de influéncia de cada

uma dessas variagoes.

3.10 Qualidade das aguas

Os critérios de qualidade da &gua sao estabelecidos para cada
substancia de acordo com a probabilidade de ocorréncia em determinada regiéo
ou pais e a possibilidade de provocar efeitos aos seres vivos expostos a elas. As
concentracfes limitantes sdo determinadas a partir de dados de toxicidade,
eXposicao e riscos que sao estabelecidos para cada classe de contaminante em
particular. Os critérios de qualidade da agua sdo empregados por diversas
agéncias reguladoras (RAIMUNDO, 2011).

Em 2009 a USEPA disponibilizou uma lista de novos contaminantes
candidatos a futura regulamentacdo (CCL-3: Contaminant Candidate List 3). De
acordo com Raimundo (2011), a CCL-3 é formada por 104 compostos e 12
contaminantes microbiol6gicos nao regulamentados nos termos da lei americana
para aguas tratadas para 0S quais sdo conhecidos a ocorréncia ou a
possibilidade de ocorréncia em sistemas de agua tratada. Os possiveis efeitos a
saude publica poderéo ser considerados em futuras regulamentacdes. Na CCL-
3 estdo incluidos dentre outros horménios, o 173-estradiol e o 17a-etinilestradiol,
além de produtos farmacéuticos e industriais, agrotoxicos e produtos de
degradacéao (USEPA, 2003b).



61

Em fevereiro de 2011, a USEPA aprovou também o projeto de lei para
0 monitoramento de contaminantes ndo regulamentados (Unregulated
Contaminants Monitoring Rule — UCMR 3). A UCMR-3 lista 30 contaminantes
prioritarios, juntamente com métodos validados, que deverdo ser monitorados
entre 2013 e 2015 por todos os sistemas publicos de 4gua que atendam mais de
10.000 pessoas e, outros, definidos por amostragem, que atendam um namero
menor de americanos. Dentre os contaminantes, 24 estdo na CCL-3 e incluem o
17B-estradiol e o 17a-etinilestradiol (USEPA, 2013c).

Raimundo (2011) comenta sobre a preocupacédo com a presenca de
farmacos, drogas ilicitas e compostos interferentes endécrinos nas aguas
distribuidas a populacdo de Sdo Paulo, Brasil. Onde, uma série de debates e
discussbes incluindo, diversos pesquisadores, concessionarias de agua,
associacdes e orgdos do governo, como a CETESB, por exemplo, resultou em
uma proposta apresentada pela Associacdo Brasileira de Engenharia Sanitaria
e Ambiental (ABES) para a inclusdo de novos contaminantes néo legislados na
Portaria 2914/2011 do Ministério da Saude (BRASIL, 2011).
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4 MATERIAIS E METODOS

Para que se pudesse desenvolver um procedimento analitico capaz
de identificar e quantificar os possiveis interferentes endécrinos nas amostras
ambientais estudadas, o trabalho experimental foi dividido em trés etapas. Na
primeira etapa do trabalho, foi desenvolvido e otimizado um método analitico
para a identificacdo e quantificagdo dos analitos de interesse. A segunda etapa
do trabalho consistiu na validacdo do método empregado e na terceira etapa
foram analisadas amostras de agua superficial dos acudes que participam do

abastecimento da RMF.

As etapas de desenvolvimento de método e andlises foram realizadas
no laboratorio de andlise de tracos (LAT) localizado no departamento de quimica
analitica e fisico quimica da universidade federal do Ceard (DQAFQ-UFC).

4.1 Primeira etapa — Desenvolvimento e otimizagcdo do método
analitico

4.1.1 Padrdes e solventes utilizados

Os padrdes analiticos dos compostos foram adquiridos da Sigma-
Aldrich. A identificacdo dos cinco analitos, pureza dos reagentes, massa
molecular e etc., podem ser observadas na Tabela 3. Na Figura 9 séo

apresentadas as estruturas moleculares dos compostos.
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Tabela 3 — Identificacdo dos cinco padrées analiticos utilizados no estudo.
Massa

Composto Categoria Formula molar Pureza  Numero
P g molecular (%) CAS?
(g/mol)

Cafeina Farmaco CsH10N4O2 194,19 99 957829 13-

. . . 721-33-

Ciprofloxacina Farmaco Ci7H1sFN30Os3 331,4 98 85 1 33

17p-estradiol ' OOM®  CigHuOz 272,17 98 50-28-2
natural
17a- Hormonio

. . o C20H2402 296,17 99,4 57-63-6
etinilestradiol sintético

Dietilestilbestrol 'O 1oMC  CigHO; 2684 99 56-53-1
sintético

a: Chemical Abstract Service.
Fonte: Autora, 2013.

Figura 9 — Estrutura molecular dos compostos estudados.

17B- Estradiol 170- Etinilestradiol Dietilestilbestrol

Fonte: Autora, 2013.

Os solventes organicos de grau cromatografico (HPLC), metanol (MeOH),
acetonitrila (ACN) e acetona (AC) foram obtidos da VETEC. Agua deionizada foi
obtida a partir do sistema Milli-Q (Millipore). Para a acidificacdo da fase movel,

foi empregado acido cloridrico (HCI) P.A. também da VETEC.
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SolugBes estoque de 1000 mg/L dos compostos cafeina (CAF),
ciprofloxacina (CIPRO), 17B-estradiol (E2), 17a-etinilestradiol (EE2) e
dietilestilbestrol (DES) foram preparadas através da diluicdo de 10 mg do analito
em 10 mL de MeOH grau HPLC.

Solugdo multielementar de concentragdo 10 mg/L foi preparada em
metanol grau HPLC, a partir das solugbes individuais, e diluidas para as
concentracdes requeridas.

Todos os materiais e vidrarias foram primeiramente lavados com agua
da torneira, detergente diluido e escova. Em seguida, foram enxaguados com
agua destilada e agua deionizada (Milli-Q, Millipore) e, finalmente, submetidos a
limpeza final com acetona. Durante todo o processo de limpeza, as vidrarias

foram colocadas em bandejas limpas sobre folhas de papel aluminio.

4.1.2 Equipamento utilizado

A identificacdo e quantificacdo dos compostos foram realizados
utilizando-se um Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE), marca
Shimadzu, modelo 20 A. Foi empregado um detector na regido do ultravioleta e
visivel com arranjo de diodos, modelo SPD-M20A, forno de coluna modelo CTO-
20A do Laboratério de Analises de Tracos (LAT), do Departamento de Quimica
Analitica e Fisico-Quimica da UFC, conforme ilustra a Figura 10.

Para separacdo dos compostos foi utilizada uma coluna de fase
reversa da marca Shimadzu, modelo Shim-pack CLC — ODS, de 250 mm de
comprimento, 4,6 mm de diametro interno e 5 um de tamanho de particula. O

volume de injecdo manteve-se constante e igual a 20,0 L em todas as medidas.
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Figura 10— HPLC/DAD (SHIMADZU) utilizado na determinag&o dos compostos.

F

Fonte: Autora, 2013.

4.1.3 Otimizacao das condi¢8es cromatogréficas

Foram realizados varios testes a fim de otimizar as condicbes
cromatograficas para analise dos compostos em estudo baseados em métodos
publicados na literatura cientifica (ALDA; BARCELO, 2001; CINQUINA et al.,
2003; RAIMUNDO, 2007; TURIEL; BORDIN; RODRIGUEZ, 2003; ZARZYCKI;
WELODARCZYK; BARAN, 2009).

Para se obter as melhores condi¢cdes de andlise dos interferentes
enddcrinos por cromatografia liquida acoplada a um detector na regidao do
ultravioleta com arranjo de diodos (HPLC/DAD), inicialmente foram realizadas
injecdes dos padrdes individuais para a obtencdo do tempo de retengcédo das
substéancias e para a avaliacdo da sensibilidade do detector. Posteriormente,
injecbes de uma solucdo de concentracdo 5,0 mg/L com todos os padrdes
(solugcédo multielementar) foram realizadas a fim de se obter a ordem de eluicédo
dos compostos.
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Na analise cromatogréfica foi avaliada a eficiéncia da separacédo dos
compostos testando como fase mével (FM) metanol/agua e acetonitrila/agua.
Também foram estudados os seguintes parametros: tipo de eluicdo (isocratica
ou gradiente), fluxo da FM, pH da FM e temperatura do forno da coluna. A Figura
11 ilustra detalhadamente o desenvolvimento do método na andlise

cromatografica.

Figura 11 — Desenvolvimento e otimizacdo das condigfes cromatograficas.
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Fonte: Autora, 2013.
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4.1.4 Otimizacdo do método de extracdo em fase sdlida (SPE)

Inicialmente foi feito um levantamento bibliografico dos métodos de
extracao utilizados. Poucos séo os trabalhos que empregam a extracao liquido-
liquido para concentracédo dos analitos (JIN et al., 2004; ZAFRA et al., 2003). A
extracdo de compostos organicos empregando cartuchos comercias recheados
com adsorbentes é a técnica mais usual. Os procedimentos de extracao testados
foram adaptados de trabalhos desenvolvidos por Raimundo (2007), Lopes et al.
(2010), Verbinnen, Nunes e Vieira (2010) e Pessoa (2012).

Nos trabalhos reportados na literatura, diversos sao os fatores
considerados na otimizacdo do processo de extracdo de compostos organicos
por fase solida (SPE). Dentre eles se encontram o tipo de fase sdlida, o volume
da amostra, o volume e a composi¢ao do solvente de eluicdo, a temperatura de
extracdo, o pH e a quantidade de sais dissolvidos na amostra (GIROTTO et al.,
2007).

Os fatores escolhidos como intervenientes no sucesso do processo

de isolamento e concentracdo dos analitos foram:

a) Tipo de material adsorvente: Foram testados dois cartuchos de
SPE, um cartucho contendo o grupo octadecilsilano (C-18)
quimicamente ligado a silica; e wum cartucho polimerico

(divinilbenzeno-N-vinilpirolidona) HLB;

b) Volume de amostra: Foram estudados os volumes 500 mL e 250

mL de amostra;

c) Acidificagdo da amostra: Foram estudadas amostras sem
modificacdo do pH, em torno de pH 7,5, e amostras acidificadas em

pH 3 adicionando &cido cloridrico (HCI) concentrado;

d) Volume de eluente: Foram estudados dois volumes de eluente, 2,0
mL de MeOH 100% e 4,0 mL de MeOH 100%.
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A metodologia analitica da concentracdo dos compostos enddocrinos
por meio de extracado em fase solida (SPE) foi desenvolvida em etapas, de modo
a verificar as interacfes existentes em cada etapa do processo.

Para verificar as interacdes existentes entre cada etapa do processo
e a melhor condicao de trabalho buscou-se o auxilio da quimiometria, ferramenta
atil no planejamento e analise experimental, e que permite a analise multivariada,
ou seja, a analise simultanea dos varios fatores, fornecendo dentre outros
resultados, os efeitos de interagdo entre os mesmos (GIROTTO et al., 2007).

Assim, foi realizado um planejamento fatorial para a SPE com o
objetivo de otimizar a metodologia de extracdo e pré- concentracdo dos analitos
de interesse.

Para os procedimentos de extracdo por SPE foi utilizado um sistema
Manifold Supelco, conforme mostrado na Figura 12, o qual era conectado a uma
bomba de vacuo (modelo TE — 8501 da marca TECNAL) que mantinha o fluxo

constante de 2 mL/min.

Figura 12 — Extrac@o em fase sélida (SPE).

Fonte: Autora, 2013.
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4.1.4.1 Tipo de material adsorvente

Foram testados dois cartuchos comerciais com diferentes tipos de
material adsorvente: HyperSep C-18 (Thermo Scientific) e HLB (Oasis) de 500
mg/6mL cada. A Tabela 4 apresenta as caracteristicas dos adsorbentes (fase

estacionaria) empregados na etapa da extracdo em fase soélida (SPE).

Tabela 4 — Caracteristica dos adsorbentes empregados no estudo do tipo de material
adsorvente.

Sorbente Fase Estacionéria Grupo Funcional Fabricante

Octadecilsilano

HyperSep™ : - . _ . Thermo
’ ; — S1—(CH,);1C
C-18 (silica modificada): (CH)17CH; Scientific
(500mg/6mL) fase reversa

Polimero p @
Oasis® HLB o N Waters

(divinilbenzeno-N-
(500 mg/6mL) vinilpirolidona): fase @

reversa

Fonte: Pessoa (2012).

Segundo Mayer et al. (1995) as caracteristicas fisicas dos materiais
adsorventes, como area de superficie, tamanho da particula, tamanho do poro
ou volume de poro séo propriedades crucias para a escolha do material, tais

como as apresentadas na Tabela 5.



Tabela 5 - Propriedades fisicas de caracterizacdo das particulas dos cartuchos C-18 e HLB.
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A : C-18t HLB?
Parametro Unidade HyperSep (Oasis)
Area de m2/g 496 801
superficie
Diametro do poro A 60 87
Volume do poro mL/g 0,75 1,36
Dlame,tro da um 40 — 63 52.6
particula

Fonte: ! Certificado de analise emitido pela Thermo Scientific (2012); 2 Certificado de analise

emitido pela Waters (2012).

Utilizou-se como matriz agua de acude. Inicialmente a amostra foi

filtrada utilizando um sistema com bomba de vacuo e filtro de fibra de vidro com

didmetro de 47 mm e porosidade de 0,45 um (Macherey-Nagel) para remocéo

de material em suspenséo antes da extragdo em fase sélida (Figura 13).

Figura 13 — Sistema de filtracdo utilizado para amostra.

Fonte: Autora, 2014.
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Posteriormente, foi adicionada uma solucdo multielementar dos
analitos numa concentragcado de 50 pg/L a matriz aquosa (dgua de acude). Os
cartuchos foram condicionados com 5,0 mL de ACN 100%, seguidos de 5,0 mL
de MeOH 100% e mais 5,0 mL de agua ultrapura. Em seguida percolou-se um
volume de amostra adequado, e 0s compostos de interesse retidos foram eluidos
com 2,0 mL de MeOH 100% e os extratos analisados por HPLC-DAD. O estudo
foi realizado em duplicata e com analise do branco.

A Tabela 6 mostra as condi¢cbes utilizadas em SPE no estudo do

material adsorvente.

Tabela 6 — Condi¢des utilizadas na extracéo do estudo do material adsorvente.

Cartucho Dopagem Condicionamento Volume  Eluicéo
de
amostra
5,0 mL ACN
+
2x1,0
C-18 50 >0 ml MeOH 500mL  mL
Mg/L 5,0 mL H20 MeOH
50 50 m_I; ACN 2x 1,0
HLB 500 mL mL
Mg/L 5,0 mL+MeOH MeOH
5,0 mL H20

Fonte: Autora, 2013.

A avaliacdo da eficiéncia dos cartuchos foi realizada em termos de
recuperacao (%) dos compostos de interesse. A faixa esperada de concentracao
(recuperacao) depende da matriz amostral, do procedimento de recuperacao
utilizado e da concentracéo dos analitos (AOAC, 1998).

Na Tabela 7 sdo apresentados valores de recuperacao estimados em
funcdo da concentracdo do analito na amostra, segundo as normas da AOAC
(Association of Official Analytical Chemists), 1998.
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Tabela 7 - Recuperacéo de analitos em diferentes concentracées.

~ ~ Média de
Concentracao do Relacao do : ~
. ) Unidade recuperacao
analito (%) analito (%)
100 1 100 % 98 - 102
210 10* 10 % 98 - 102
=1 102 1% 97 - 103
>0,1 103 0,1 % 95 - 105
0,01 10+ 100 ppm 90 - 107
0,001 10° 10 ppm 80 - 110
0,0001 10° 1 ppm 80 - 110
0,00001 107 100 ppb 80-110
0,000001 108 10 ppb 60 - 115
0,0000001 10 1 ppb 40 - 120

Fonte: HUBER (2007).
Legenda: ppm : mg/L; ppb : pg/L.

4.1.4.2 Planejamento Fatorial para SPE

O planejamento fatorial na otimizacdo de processos de extracao,
concentracdo e isolamento de substancias baseia-se no fato de o processo
admitir a otimizacdo de uma série de fatores intervenientes e que possam ter
interacao entre si, suprindo desta forma algumas lacunas deixadas pela analise
univariada (GIROTTO et al., 2007).

A extracdo em fase solida (SPE) foi otimizada pelo planejamento
fatorial, que foi realizado em duas fases. Na primeira fase foi realizada analise
de quatro fatores (24), em dois niveis (+1 e -1), sem ponto central, para a selecdo
do melhor cartucho de extracdo (fase solida). Na segunda fase, apés a escolha
do tipo de cartucho, foi realizada andlise de trés fatores (23), também em dois
niveis (+1 e -1) e com ponto central. Os fatores selecionados como interferentes
no processo de SPE foram: tipo de cartucho (fase solida), volume de eluente, pH
e volume da amostra.

Como fator de resposta foi utilizado a area do pico do analito e o

software R (versao 3.0.1) foi utilizado na modelagem dos dados no estudo.
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A concentragao avaliada dos IEs foi de 50 ug/L, a fim de se obter uma
boa visualizacdo nos resultados. A Tabela 8 apresenta os fatores escolhidos,

com seus respectivos niveis, na primeira fase do planejamento (24).

Tabela 8 — Fatores e niveis adotados para o planejamento fatorial (24).

Fatores -1 +1 Unidade
Cartucho HLB C18 -
Volume de 20 4.0 mL

eluente

pH amostra 3,0 7,5 -

Volume de 250 500 mL
amostra

Fonte: Autora, 2014.

A Tabela 9 apresenta os fatores escolhidos com seus respectivos
niveis na segunda fase do planejamento (2%), com ponto central.

Tabela 9 — Fatores e niveis adotados para o planejamento fatorial (23).

Fatores -1 0 +1 Unidade
Volume de 2.0 3.0 40 mL
eluente
pH amostra 3,0 5,25 7,5 -
Volume de 250 375 500 mL
amostra
Fonte: Autora, 2014.

Os ensaios realizados durante a primeira fase do planejamento sao

mostrados na Tabela 10, cada ensaio foi realizado em duplicata e os extratos
foram injetados também em duplicata.
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Tabela 10 — Planejamento fatorial (24) para SPE.

Ensaio Cartucho Vol. Eluente, pH Amostra Vol. Amostra,

mL mL
1 ci18 2,0 7,5 250
2 c18 2,0 3,0 250
3 C18 4,0 7,5 250
4 C18 4,0 3,0 250
5 C18 2,0 7,5 500
6 C18 2,0 3,0 500
7 Cc18 4,0 7,5 500
8 ci18 4,0 3,0 500
9 HLB 2,0 3,0 250
10 HLB 2,0 7,5 250
11 HLB 4,0 3,0 250
12 HLB 4.0 7,5 250
13 HLB 2,0 7,5 500
14 HLB 2,0 3,0 500
15 HLB 4,0 3,0 500
16 HLB 4,0 7,5 500

Fonte: Autora, 2014.

Apoés selecionada a melhor fase solida (cartucho), foram realizados
ensaios no ponto central para o cartucho C-18. Os ensaios da segunda fase do

planejamento sdo mostrados na Tabela 11.

Tabela 11 — Planejamento fatorial (2%) com adicdo do ponto central para SPE.

Ensaio Cartucho Vol. Eluente, pH Amostra Vol. Amostra,

mL mL
1 Cc18 2,0 7,5 250
2 c18 2,0 3,0 250
3 c18 4,0 7,5 250
4 c18 4,0 3,0 250
5 c18 2,0 7,5 500
6 c18 2,0 3,0 500
7 C18 4,0 7,5 500
8 C18 4,0 3,0 500
9 C18 3,0 5,25 375

Fonte: Autora, 2014.
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4.2 Segunda etapa — Validacdo do método analitico

Segundo Lancas (2004b), a validacdo deve garantir, através de
estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacbes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados.

A validacdo do método analitico do presente trabalho foi realizada
seguindo os critérios de documentos usualmente utilizados (ABNT-NBR 14029,
2005; BRASIL, 2003; INMETRO, 2006; LANCAS, 2004b) e literatura cientifica
(RIBANI et al., 2004; HUBER, 2007).

Foi realizada a validacao tanto do método cromatografico, como a

validacdo do método de extracao.

4.2.1 Validacdo do método cromatogréafico

Na validacao do método cromatografico tomou em conta as figuras de
mérito: seletividade/especificidade, sensibilidade, linearidade, limite de
deteccao, limite de quantificacdo, precisao e robustez.

No desenvolvimento de métodos cromatogréaficos, deve-se tomar as
precaucdes necessarias para garantir a pureza dos picos cromatograficos. A
utilizacéo de testes de pureza de pico (por exemplo, com auxilio de detector de
arranjo de fotodiodos - DAD ou espectrometria de massas - MS) séo
interessantes para demonstrar que o pico cromatografico é atribuido a um so
componente (BRASIL, 2003).

A seletividade ou especificidade do método cromatografico foi
realizada de trés maneiras: (1) através da comparacao de trés cromatogramas:
sendo o primeiro referente a uma amostra pura; o segundo referente a mesma
amostra dopada com os cinco compostos de concentragédo 500 pg/L; e o terceiro
referente a um padrédo multi dos cinco compostos de concentragao 500 ug/L; (2)
comparacao do espectro do pico obtido na separacdo com a de um padréo,
utilizando disso como a indicagdo da presenca do composto puro; (3)
comparacdo entre duas curvas analiticas, uma curva feita com adicdo das
substéancias de interesse na amostra (superposi¢cao de matriz) e comparada com

uma curva analitica sem a presenca da matriz.
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A linearidade foi avaliada pela resposta obtida em funcdo da
concentracdo do analito, a qual foi estudada em um intervalo de concentracéo
que variou de 5,0 a 1000 pg/L. No presente trabalho, a faixa linear foi obtida por
padronizacdo externa e as curvas analiticas foram feitas a partir dos padrées
analiticos preparados em MeOH grau HPLC. A linearidade foi determinada pelo
coeficiente de correlacédo (R), obtido pelo gréfico relacionando a resposta do
equipamento em funcdo de 7 concentracdes do analito. Para estimar os
coeficientes das curvas analiticas, utilizou-se a equacdo da regresséao linear
determinada pelo método dos minimos quadrados. A sensibilidade foi expressa
pela inclinacéo (coeficiente angular) da curva analitica.

O limite de quantificacao é definido como sendo a menor quantidade
detectavel com precisdo e exatidao, ja o limite de deteccédo representa a menor
guantidade do composto de interesse que pode ser detectada, mas nao
necessariamente quantificada (LANCAS, 2004b)

Os limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ) do equipamento
foram calculados a partir do método baseado em parametros da curva analitica,
uma vez que esse metodo é considerado de maior confiabilidade, pois leva em
consideracao o intervalo de confianca da regressao linear (RIBANI et al., 2004).
As equacdes utilizadas para o célculo do LD e LQ sdo apresentados nas

Equacbes 4 e 5.

DP,x3

LD = C (4)
DP,x10

LQ= —— 5)

Onde, DP4 € a estimativa do desvio padrao do coeficiente linear da
equacdao; e IC é a inclinacéo ou coeficiente angular da curva analitica (BRASIL,
2003).

A preciséo instrumental foi determinada com base nas areas dos
picos e tempo de retencdo dos compostos de uma mesma amostra. A amostra

(dgua de acude) foi dopada com 50 ug/L (50 ppb) dos analitos de interesse
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seguida de extracdo por SPE. Foram realizadas dez injecbes repetitivas e
sequenciais do extrato, sendo calculado o coeficiente de variagcao (CV), de

acordo com a Equacao 6.

cV (%) _ Desvio Padrio %100 ®)

Concentragdo Média

Segundo manual da AOAC - Association of Official Analytical
Chemists (1998) a precisédo deve ser estimada de acordo com a concentracao

do analito observada, conforme mostrado na Tabela 12.

Tabela 12 - Concentragéo do analito vs Preciséo.

Concentracao do analito CV (%)
100 ppm 53
10 ppm 7,3
1 ppm 11
100 ppb 15
10 ppb 21
1 ppb 30

Fonte: PESSOA (2012), HUBER (2007).
Legenda: ppm: mg/ L; ppb: pg/L.

A robustez do método cromatografico foi investigada através do teste
de Youden e Steiner (1975), tal como recomendado pelo Inmetro (INMETRO,
2006).

Este teste baseia-se na realizacdo de um determinado nimero de
ensaios sobre uma amostra (normalmente até oito, pois acima deste niumero a
analise da robustez torna-se dificil), realizados segundo um plano de controle de
fatores (até um maximo de sete), susceptiveis de influenciarem o processo.
Chamam-se fatores os parametros cujos efeitos de flutuacdo se pretendem
quantificar através dos resultados dos ensaios. Assim, € avaliado o efeito de
cada fator em estudo, através de uma analise dos resultados experimentais
(GUIA RELACRE 2000, 2013).

Foram escolhidos trés parametros analiticos e induzidas pequenas
variacbes nas condicbes nominais do método cromatografico. Os parametros

escolhidos foram: pH da fase movel, concentracéo de acetonitrila na fase moével
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e temperatura do forno da coluna. Posteriormente, quatro analises foram
realizadas com o objetivo de determinar a influéncia de cada parametro no
resultado final.

A Tabela 13 apresenta os trés parametros analiticos utilizados, assim
como as variagdes introduzidas. As condicdes nominais das variaveis sao
representadas por letras mailsculas (A, B e C) e as condi¢Bes com as variagdes

alternativas sao representadas por letras minusculas (a, b e c).

Tabela 13 - Parametros analiticos selecionados para a andlise de robustez e suas respectivas
variacoes.

Condicdes  CondicBes Condicdo experimental

Variavel . ;
nominais alternativas 1 5 3 4
Ala - pH da
, H20- (A H211 - A A
fase movel P 0-(A) p (@) a a
B/b - 10% a 10,2% a
Concentragao 100% de 98% de B b B b
da fase movel  ACN - (B) ACN - (b)
Clc -
Temperatura 28°C - (C) 33°C - (c) C c c C
da coluna
Resultados
S t u Y
observados

Fonte: Autora, 2014.

Os trés parametros e suas respectivas variacdes foram combinados
em quatro corridas cromatograficas, realizadas em uma ordem aleatdria. Dos
quatro ensaios realizados, dois deles foram realizados com cada parametro em
seu valor nominal e dois deles com o parametro em variacdo. Os resultados das
analises foram apresentados por letras de s a v.

O teste Youden e Steiner (1975) foi realizado em duplicata sendo as
concentracfes das amostras analisadas de 50 pg/L para todos os analitos de

interesse.
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Para determinar a influéncia da variagcdo de cada parametro no
resultado final, deve-se comparar a média dos dois valores correspondentes as
letras mailsculas com a média dos dois valores correspondentes as letras
minusculas. Por exemplo, para avaliar o efeito da temperatura da coluna no
resultado final da andlise, pode-se utilizar a Equagéo 7 (CESAR e PIANETT],
2009):

EfeitoC/c = S+TV — HTu @)

Assim, a influéncia dos trés parametros analiticos em relacdo a area
dos picos e tempo de retencao (Tr) dos IEs foi avaliada.

Por meio do teste de Youden, pode-se estabelecer quais parametros
apresentam maior influéncia nos resultados finais da anélise e fazer um controle
mais rigoroso das eventuais variacoes destes parametros que podem ocorrer

durante uma analise de rotina.

4.2.2 Validacdo da curva de calibracdo do método analitico

O processo de validacdo das curvas analiticas foi realizado com o
parametro de linearidade acompanhado da andlise estatistica visando garantir a
qualidade da linearidade e da curva de calibracdo. Este parametro € sugerido
pela ANVISA e INMETRO para a validacao de método analitico (BRASIL, 2003;
INMETRO, 2006).

A linearidade do método foi avaliada por meio das curvas analiticas
construidas por meio da padronizacéo externa no solvente metanol grau HPLC.

De posse dos resultados obtidos provenientes das injecdes
cromatograficas das solugdes padrdes dos analitos no solvente, plotou-se as
concentracdes conhecidas (xi) contra as respostas (areas dos picos) do sistema

cromatografico (yi).
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Assim, construiram-se curvas de calibracdo que melhor representa o
conjunto de pontos (x; yi), onde obteve-se, mediante o uso do método dos
minimos quadrados, a equacao que fornece a melhor linha reta entre o conjunto
de pontos (x; yi). Por meio do método dos minimos quadrados, obtém-se 0s
valores dos parametros a (coeficiente angular) e b (coeficiente linear), além
disso, calcula-se o coeficiente de correlacao linear (R) (SKOOG et al., 2010;
CHUI et al., 2001).

Visando avaliar a qualidade e consequentemente a validade da
equacao de regressao linear, fez-se a analise de variancia (ANOVA). Além disso,
aplicou-se o teste t de Student visando avaliar a significancia dos parametros
estatisticos a e b.

Para a realizacéo dos célculos utilizou-se o software Microsoft Excel®
2010.

4.2.2.1 Teste de validacdo da analise de regressao linear (significancia da
regressao)

A analise de regressao fornece um meio para a obtencao de forma
objetiva da linearidade e também para especificar as incertezas associadas com
0 seu uso subsequente (SKOOG et al., 2010).

A fim de comprovar a linearidade e a significAncia das curvas
analiticas, o teste F foi realizado. Comparou-se o valor de Fcaiculado (Equacao 8),
com o valor de Feritico tabelado, no nivel de confianca de 95% (PIMENTEL &
NETO, 1996; CHUI et al., 2001; NETO et al., 2010; SKOOG et al., 2010).

SS

F = regr (8)
SSresid

Onde:

SSregr = sSoma dos quadrados da regressao;

SSresid = Soma dos quadrados do residuo.
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A comparagdo é realizada baseada em duas hipéteses: Fcalculado

Fecritico € Fealculado < Feritico.

» Se Fealrculado 2 Feritico, S€ aceita no nivel de confianga estabelecido, que a #
0, sendo assim a inclinacdo da reta da regressao nao é nula, nesse caso

a regressao é significativa.

» Se Fcalculado < Feritico, N80 h& indicagéo de existéncia de relacdo linear entre

as variaveis x e y, nesse caso nao tem sentido utilizar a regressao.

4.2.2.2 Teste de significancia dos parametros de calibracéo

O teste de significancia dos parametros de calibracdo das curvas é
baseado num teste de hipotese aplicando o parametro t de Student. Para avaliar
a significancia estatistica de um parametro foram obtidos os desvios para 0s
coeficientes angulares e lineares das equacdes de regressédo. O valor de tcalc
(valor de t calculado) foi obtido da razéo entre o valor de cada parametro e o seu
respectivo desvio, de acordo com as Equacdes 9 e 10 (NETO; PIMENTEL;
ARAUJO, 2002; LIGIERO et al., 2009).

_a

tealca = g ©)
b

Lealch = ; (10)

Onde:

a = coeficiente angular;

b = coeficiente linear;

Sa = desvio do coeficiente angular;

sp = desvio do coeficiente linear.
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4.2.3 Validacdo do método de extracdo por SPE

Na validacdo do método de extracdo por SPE as figuras de mérito
validadas foram: preciséo (repetibilidade) e exatidao (ensaios de recuperacao).

A validacdo do método de extracdo por SPE foi realizado somente
apos a otimizacao das condi¢cGes de extracdo obtidas pelo planejamento fatorial.

Foram realizados nove ensaios de recuperagdo: em trés diferentes
niveis de concentragao, 5 pg/L, 80 ug/L e 300 ug/L, em triplicata cada. Foram
utilizados dois tipos de matriz, uma chamada de solvente puro (agua Milli-Q) e
outra chamada matriz ambiental (dgua de acude).

A precisdo do método de extracdo, ou precisdo intra-ensaio, foi
avaliada em termos de recuperacéo dos analitos de interesse e calculada pela
estimativa do coeficiente de variacédo (% CV).

A exatiddo do método foi calculada como percentagem de
recuperacdo da quantidade conhecida do analito adicionado a amostra. A
recuperacéo foi calculada segundo a Equacao 11.

Recuperacdo (%) = (%) x 100
3

(11)

Onde:
C1 = concentracao do analito na amostra fortificada,
C2 = concentragao do analito na amostra nao fortificada;

Cs = concentracdo do analito adicionada a amostra fortificada.

A Figura 14 ilustra os procedimentos realizados durante a etapa de
validacéo da extracéo por SPE.
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Figura 14 — Esquema dos procedimentos realizados na validacdo da extracédo por SPE.
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ou
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-+
5mL MeOH ” i
_|_
5mL H,0 . |
e —
ELUICAO:
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MeOH
‘L INJECAO
EXTRATO |——> | HPLC-DAD

Fonte: Autora, 2014.

4.2.4 Controle de qualidade aplicado no estudo dos IEs nas amostras
dos acudes estudados

A qualidade dos dados obtidos nas determinagfes de compostos
organicos em matrizes ambientais pode estar comprometida quando as
interferéncias do efeito matriz ndo podem ser eliminadas.

O efeito matriz € derivado principalmente dos constituintes
da amostra (natural ou artificial), e como sua eliminacéo pode ser dispendiosa,

faz-se necessario saber como ele influencia em uma analise, uma vez que a
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qualidade dos dados obtidos podem estar comprometidas (CAVALCANTE et al.,
2012).

Nas determinacbes em matrizes aquosas, para compensar o efeito
matriz, quando os fendbmenos de supressdo de matriz ndo podem ser eliminados,
sdo utilizadas diferentes técnicas de calibracdo, como as quantificagbes com
curvas de calibracao utilizando superposi¢cédo de matriz ou alterac6es da amostra
por diluicdo (DUJAKOVIC et al., 2010).

De acordo com Cavalcante et al.(2012), os parametros de controle de
qualidade comumente utilizados para melhorar a exatiddo de uma analise de
contaminantes organicos em matrizes ambientais sado as adi¢cdes ou dopagens
(spikes) de um padrdo surrogate (compostos sintéticos, usualmente deuterados
e nao encontrados naturalmente no meio ambiente) e calculadas as
recuperacoes.

Cavalcante et al. (2012) sugerem ainda que a recuperacao de
padrbes de quantificacdo, também chamados padrdes surrogate (PS) é usada
para corrigir as perdas dos contaminantes de interesse, bem como possiveis
influéncias dos constituintes de matrizes complexas, tais como as matrizes
aguosas ambientais. Para isso deve-se corrigir a concentracdo do contaminante

utilizando a recuperacéo do padréo surrogate, conforme Equacéo 12.

Caox100
C.= =2—— 12
c %oRps (12)

Onde, Cc € a concentracdo corrigida do contaminante, Ce € a
concentracdo encontrada do contaminante de interesse e %Rps € a percentagem
de recuperacao do padrao surrogate na amostra.

O controle de qualidade utilizado neste trabalho para quantificar os
IEs que, possivelmente, podem estar presentes nas amostras dos acudes
estudados, foi realizado de acordo com uma nova estratégia proposta no
protocolo de Cavalcante et al. (2012).

Neste protocolo, os autores estabelecem que além do conhecimento
da correlacdo entre o padrdo surrogate e os contaminantes de interesse, é

interessante conhecer as razdes entre as extragdes das substancias estudadas
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(interferentes enddécrinos e padrédo surrogate) e determinar se essas relacdes
mudam entre matrizes simples e complexas.
Assim, foi criado o fator de relacéo (Fr) entre o padréo surrogate e 0s

analitos de interesse, de acordo com a equacao 13:

% Ra
% Rps

Fr = (13)

Onde, %Ra é o percentual de recuperacdo do analito de interesse e
%Rps é 0 percentual de recuperacédo do padrao surrogate (CAVALCANTE et al.,
2012).

A Equacgédo 12 é aplicada quando se observa uma correlagéo de 1
para 1 entre o padrdo surrogate e os contaminantes de interesse. No entanto,
quando esta correlagéo é diferente de 1, o Fr deve ser utilizado, assegurando

assim um controle de qualidade nas amostras estudadas, Equacéo 14.

_ Cex100 1
Ce. = ——— X — (14)
YoRps Fr

Onde, Cc € a concentracdo corrigida do contaminante, Ce € a
concentragdo encontrada do contaminante de interesse, %Rps € a percentagem
de recuperacéo do padrdo surrogate na amostra e Fr € o fator de relacao entre
0 contaminante investigado e o padrao surrogate selecionado (CAVALCANTE et
al., 2012).

Para este estudo foi utilizada duas matrizes, uma de solvente puro
(agua MilliQ- ultrapura) e uma segunda, de matriz ambiental (amostra do agude
Gaviao). Ambas as matrizes foram dopadas com 5,0 mg/L do padréo surrogate
estrone-2,4-d2 (C/D/N ISOTOPES INC.) e em seguida foram dopadas com 100
Mg/L dos analitos de interesse. Ambas as matrizes foram extraidas por SPE em
triplicata e os resultados das areas encontradas foram utilizados para os calculos

de recuperacao e posteriormente calculados os valores de Fr de cada composto.
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4.3 Terceira etapa — Analise das amostras dos acudes que abastecem
a RMF

4.3.1 Descricao da area de estudo - A Regido Metropolitana de Fortaleza

A Regido Metropolitana de Fortaleza (RMF), quanto a sua
oficializacéo, foi instituida e definida por for¢a legal (Lei Complementar N° 14/73).
No que tange a realidade socioespacial, significa dizer que sua
institucionalizacdo deu-se antes que o0 processo de metropolizacdo se
manifestasse. No seu inicio, quando de sua instalacdo, a RMF era constituida
pelos municipios de Fortaleza, Caucaia, Maranguape, Pacatuba e Aquiraz. Os
sucessivos desmembramentos ocorridos devido a emancipacdo de varios
distritos (Eusébio, Guaiuba, Itaitinga e Maracanal) e a agregacdo de outros
municipios a RMF resultaram nesse conjunto que apresenta temporalidades
diferenciadas bem como territérios distintos, compostos por 15 municipios.
Horizonte, Pacajus, Chorozinho e S&o Goncalo do Amarante, passaram a
compor a Regido Metropolitana, conforme a Lei n°® 12.989 de 29 de dezembro
de 1999, e Pindoretama e Cascavel foram incluidas em 2009 (COSTA; DANTAS,

2009). A Figura 15 ilustra 0 mapa com 0s 15 municipios incluidos na RMF.
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Figura 15 — Mapa com os 15 municipios que formam a Regido Metropolitana de Fortaleza.
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Fonte: IPECE (2013).

A juncdo dos 15 municipios inclui, em sua dindmica espacial, um
corredor industrial de formagéo recente localizada ao sul, ao longo da BR-116
entre os municipios de Horizonte e Pacajus, além de um aglomerado industrial
concentrado no municipio de Maracanaud, o qual ja se apresenta conurbado a
Fortaleza. Na porcéo oeste, seguindo a linha do litoral, localiza-se o Complexo
Portuario do Pecém entre os municipios de Caucaia e S&o Gongalo do
Amarante, o qual devera promover fortes transformacgées, atraindo complexos
industriais de maior porte (OBSERVATORIO DAS METROPOLIS, 2013).

4.3.2 Bacia Metropolitana de Fortaleza

As Bacias Metropolitanas de Fortaleza encontram-se posicionadas na
regido nordeste do Estado do Ceara, limitada ao sul pela bacia do rio Banabuiu,
a leste pela bacia do rio Jaguaribe, a oeste pela bacia do Rio Curu,
desembocando ao norte no oceano Atlantico. E composta por um conjunto de 14
bacias independentes que abrangem uma area de 15.085 km?, englobando total
ou parcialmente o territério de 41 municipios, com destaque para a regiao
Metropolitana de Fortaleza, que abriga cerca de 40% da populagao estadual.

Recebe a denominagdo de Bacias Metropolitanas, refletindo a situacéo de
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proximidade e abrangéncia da Regidao Metropolitana de Fortaleza (RMF), regiao
de maior densidade demografica e principal polo econdmico do Estado do Ceara
(COGERH, 2010).

Dentre os acudes que compde a Bacia Metropolitana, vale destacar
os acudes Acarape do Meio, Pacajus, Pacoti, Riachdo e Gavido, pois 0s mesmos
sdo responsaveis pelo aporte de agua bruta para o Sistema de Abastecimento
da Regido Metropolitana de Fortaleza.

O acude Acarape do Meio teve sua construcédo iniciada em 1909
sendo concluida em 1924. Inicialmente o reservatorio foi propriedade do
DNOCS, que posteriormente passou a responsabilidade para o municipio de
Redencao, local onde a obra esta localizada. O acude Acarape do Meio esta
distante cerca de 75 km de Fortaleza, situada nas coordenadas geograficas
04°11,601°S/38°47,949'W, possui uma bacia hidrografica que cobre uma area de
210,01 km? . Atualmente esta sob gerenciamento da Companhia de Gestéo dos
Recursos Hidricos do Ceara (COGERH), responsavel por gerenciar mais de 90%
das aguas acumuladas no Ceara. Este corpo hidrico recebe duas contribui¢cdes
de zonas urbanas (esgotos sanitario), e também duas contribuicbes de zonas
rurais (agrotoxicos e fertilizantes). As contribuicées consideradas rurais constam
de sitios onde existem plantacfes de bananas, feijdo e milho. Como zonas
urbanas consideram-se as contribui¢cées advindas das cidades de Guaramiranga
e Pacoti, com sistema de esgotamento sanitario do tipo decantador digestor,
além da cidade de Palmacia onde ndo existe sistema de tratamento de esgoto.
O Acude Acarape do Meio tem como finalidade principal o abastecimento do
distrito industrial de Fortaleza e dos municipios que se localizam no percurso de
sua adutora. Secundariamente destina-se a irrigacao de lavouras a jusante da
barragem, atende a piscicultura e as culturas agricolas nas areas de montante
(DATSENKO, 1999).

O Acgude Pacajus foi construido sobre o leito do rio Choro em 1960,
no municipio de Pacajus. Sua capacidade de armazenamento é de 240.000.000
m3. O Pacajus tem como principal finalidade refor¢car a capacidade do sistema
integrado dos agudes Pacoti-Riachdo-Gavido, responsavel pelo fornecimento de
agua humana e industrial de Fortaleza. O reforco se da por meio de aducao para



89

uma espécie de reservatério de passagem (barragem Ereré), que por sua vez
transfere a dgua para o sistema Pacoti-Riachdo-Gavido. O Acude Pacoti foi
construido no leito do Rio Pacoti nos municipios de Horizonte e Itaitinga, suas
obras foram realizadas pelo Governo do Estado do Ceara sendo concluidas em
1981 e sua capacidade de armazenamento € de 380.000.000 m3. Apesar de a
construcéo ser relativamente recente, 0 mesmo apresenta caracteristicas do
processo de eutrofizacdo, diagnosticado através de analises laboratoriais. O
Pacoti faz parte do sistema integrado dos acudes Pacoti-Riachdo-Gaviéo, e seu
papel no sistema € o de somar e manter o estoque da quantidade hidrica
suficiente para atender as demandas da regido Metropolitana (COGERH,
2010a).

O Acude Riachdo é um lago artificial localizado no municipio de
Itaitinga, Regido Metropolitana de Fortaleza, represa o rio Pacoti e seu
reservatério tem capacidade para armazenar 46 milhdes de metros cubicos de
agua. O acude recebe a agua proveniente do acude Pacoti através de canal, que
transfere para o acude Gavido através de um tanel de 1.750,00 m e de um canal
de 4.700,00 m de extensdo, funcionando assim como uma espécie de
reservatério de passagem. O Acude Gavido € um acude localizado nos
municipios cearenses de Pacatuba e Itaitinga, foi construido para complementar
a rede de abastecimento de agua potavel para a cidade de Fortaleza. A
barragem deste acude barra as dguas do rio Cocé, bem como dos seguintes
riachos afluentes do rio Cocé: Agua Fria, Alegrete, Gavido, Pacatuba e Salgado.
Construido pela Unido, teve sua construcao concluida em 1973. Seu reservatoério
tem capacidade para armazenar 32.900 milhdes de metros cubicos de agua, a
estacdo de tratamento de 4gua (ETA - Gavido) localiza-se ao lado da barragem
deste acude (COGERH, 2010a).

A Figura 16 apresenta as caracteristicas dos reservatorios da Regido

Metropolitana desde a ultima atualizacdo em 30 de dezembro de 2013.
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Figura 16 — Caracteristicas dos reservatérios da Regido Metropolitana.

Capacidade Cota Volume Volume

Acude Municipic  DMa‘Hora thm?) ) (hm3} (%)
rﬁ.KE:ITIIRAPE Do Redencao SI};':*ID%."':EDI}[;IB 29.59  114.81 6.46 21.83
PACAJUS Pacajus 3‘];14}1;%;]; 3 240.00  30.64 44.57 18.57
PACOTI Horizonte 3&;’:{%}533 380.00  38.14 132.99 35
GAVIAD Pacatuba mﬁﬁﬂ' 3 33.30 35.58 30.61 91.93
ARACOIABA Aracoiaba 3071272013 170.70  85.47 51.78 30.34

70000
RIACHAD ltaitinga 3‘];14}10%;]; 3 46.95 38.14 18.26 33.39
ag{?g's Caucaia mﬁﬁ%ﬂ 3 126.00  37.67 25.11 19.93
Total 16298.64 4879 129.94

Fonte: COGERH (2013).

Através de levantamentos de dados de impactos ambientais e usos
realizados in loco nas bacias hidrogréficas e hidraulicas dos reservatérios do
estado do Ceara no ano de 2007 e posterior elaboracdo da Matriz de Impactos
Ambientais e Usos dos Recursos Hidricos, a COGERH constatou que os acudes
Acarape do Meio, Pacoti, Riachdo, Pacajus e Gaviao, localizados na Bacia
Hidrografica Metropolitana, apresentam diversos tipos de fontes de poluicéo,
assim relacionados (COGERH, 2013b):

e Esgoto Doméstico, Industrial, Hospitalar;
e Lavagem de Roupa e Carro;
e Balneério;

e Banho;
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e Usos de Agrotoxicos e Fertilizantes;
e Aterro Sanitério;

e Lixdo, Matadouro e Cemitério;

e Currais e Animais Soltos;

e Efluentes ETA e ETE;

e [ndustria Alimenticia, Couro e Curtume, Téxtil e Olarias.

Quanto aos usos dados aos recursos hidricos, os acudes Pacoti,
Riach&o, Gavido, Acarape do Meio e Pacajus sédo utilizados como (COGERH,
2013b):

e Dessedentacao animal;

e Usos domésticos locais;

¢ Recreacao de contato primario e secundario;
¢ Irrigacéo;

e Pesca artesanal;

e Piscicultura intensiva de gaiola e viveiro;

e Industria;

e Balneario;

e Agricultura de vazante.

4.3.3 Sistema de abastecimento da Regido Metropolitana de Fortaleza

O sistema de abastecimento de agua da RMF (FIGURA 17) inicia-se
no acude Oro6s localizado na bacia do rio Jaguaribe, com capacidade de

armazenamento de 1,94 bilhdes de metros cubicos de agua. Apds serem
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lancadas no rio Jaguaribe, as aguas do acude Ords percorrem 280 km até sua
captacdo por um barramento de captacdo préximo a cidade de Itaicaba. Dai a
agua é bombeada para o canal do trabalhador através de uma estacdo de
bombeamento (EB-ltaicaba), com capacidade nominal de 6,0 m/s. Apos
percorrer 1156 km de extensdo deste canal de transposicdo, as aguas sdo
lancadas no agude Pacajus. Este reservatdrio possui capacidade para acumular
240 milhdes de metros cubicos e regularizar 2,1 m3/s com 90% de garantia.

Do acude Pacajus a agua € bombeada através de uma segunda
estacdo de bombeamento (EEB-1) para o acude Ereré, alimentando o canal de
mesmo nome com 4,0 km de extensdo. No final deste canal, ha uma terceira
estacdo de bombeamento (EEB-2), no canal do Pacoti, com 8,0 km de extenséo,
alimentando o acude de mesmo nome, com capacidade de acumulacdo de 380
milhdes de metros cubicos e regularizar uma vazdo de 2,9 m3/s com 90% de
garantia. Nos anos de boa acumulacgéo do sistema, as aguas deste reservatorio
sao transferidas para o acude Riachao por gravidade, no entanto, em periodos
de poucas chuvas, a transferéncia entre estes dois reservatorios € realizada por
um sistema auxiliar de bombeamento com capacidade para 10 m?/s.

Apds o bombeamento, as agua percorrem o canal Pacoti-Riach&ao
antes de atingirem o acude Riachdo, com capacidade de acumular 47 milhdes
de metros cubicos e regularizar uma vazéo de 0,7 m3/s com 90% de garantia.
Deste reservatorio a 4gua é transferida para o acude Gavido através de um tinel-
canal (Riachao-Gavido). Este reservatorio é mantido cheio o ano inteiro e possui
uma capacidade de acumulacédo de 30 milhdes de metros cubicos.

A Estacao de Tratamento de agua (ETA-Gavido), localizada junto a
este reservatério, € responsavel pelo tratamento da agua que abastece as
cidades de Fortaleza, Maracanau, Caucaia, Maranguape, Pacatuba e Guaiuba.
Quando o acude Acarape do Meio esta com sua capacidade de acumulagéo
comprometida, o acude Gavido também abastece o Distritito Industrial de
Maracanau com agua bruta, através da estacdo de bombeamento do Gaviao
(VIANA e FILHO,1999).
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Figura 17 — Esquema de abastecimento da Regido Metropolitana de Fortaleza.

FORTALEZA

DISTRIT

Fonte: Adaptado de COGERH (2013 a).

No presente trabalho foram selecionados pontos de amostragem nos
acudes Acarape do Meio, Pacoti, canal Pacoti-Riachdo, Riach&o, canal Riach&o-
Gavido e Gavidao. Nao se objetivou fazer o monitoramento dos compostos
enddcrinos nestes acudes, apenas aplicar o método desenvolvido na analise e

guantificacdo dos mesmos nos pontos amostrados.

4.3.4 Aplicacdo do método analitico nas amostras coletadas dos acudes

Devido as baixas concentracdes dos compostos de interesse
encontrados em ambientes aquaticos naturais, foram adotados procedimentos
para reduzir contaminagcbes originadas durante as etapas de amostragem,

preservacao e pré-tratamento.



94

Além disso, 0 manuseio e as etapas de preparo de amostra, incluindo
filtracdo, extracdo e concentracao dos analitos, foram realizados tomando todos

os cuidados a fim de evitar qualquer tipo de contaminacéo.

4.3.4.1 Amostragem

Foi utilizada a estrutura operacional da COGERH para a realizacao
das atividades de campo. O transporte entre os pontos de amostragem era feito
com barco a motor e as coletas realizadas utilizando frascos de vidro ambar
previamente descontaminados com &cido nitrico e acetona, identificados e
acondicionados em isopor com gelo para serem transportados até o laboratério
e armazenados sob refrigeracdo a 4°C, para posterior extracdo e analise.

As amostragens foram realizadas na época de estiagem e sempre no
periodo da manha, entre 8:00 h e 11:30 h. Os frascos eram mergulhados a uma
profundidade maxima de 30,0 cm.

Na Tabela 14 sédo apresentadas as caracteristicas de cada ponto de
amostragem. A escolha de cada ponto de amostragem levou em consideracao
a logistica de coleta adotada pela COGERH que ja realiza o monitoramento dos

pontos estudados a mais de 10 anos.
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Tabela 14 — Identificacdo e localizacao dos pontos amostrados para analise dos interferentes

endécrinos.
Ponto de Coordenada Acude Identificacio Dia
Amostragem utm?! ¢ ¢ amostrado
Préximo ao
522254/ Acarape do ponto de
ACA-09 9536480 Meio captacio 04/12/2013
(adutora)
Préximo a
559492/ .
PCT-18 9526438 Pacoti parede do 05/09/2013
acude
Canal que
Canal
550129/ . interliga o
CPR-01 9554718 P_aco'g- Pacoti e 05/09/2013
Riachao ) -
Riachao
Préximo a
552560/ . N
RIA-10 9557868 Riachao parede do 05/09/2013
acude
Canal onde
551390/ Canal esta
CRG-01 Riachao- localizada a 05/09/2013
9559590 i L.
Gaviao elevatoria do
Gaviao
Préximo a
549141/ . 11/09/2013 e
GAV-05 9568116 Gaviao parede do 03/12/2013
acude, ETA
549011/ i 11/09/2013 e
GAV-08 9566934 Gaviao Ponto central 03/12/2013
548241/ o Meio do 11/09/2013 e
GAV-14 9565728 Gaviao acude 03/12/2013
547286/ . Nascente do 11/09/2013 e
GAV-15 9564822 Gavido Rio Coc6  03/12/2013
547388/ i Plataforma de 11/09/2013 e
GAV-16 9567954 Gavidao | mbeamento  03/12/2013

Fonte: Autora, 2014.

UTM! - (Universal Transversa de Mercator).

Os pontos amostrados no acude Gavido foram coletados duas vezes

durante a pesquisa, 0 que totalizou 15 amostras analisadas.

As Figuras 18, 19 e 20 representam 0s pontos amostrados nos

respectivos acgudes.



96

Figura 18 — Vista aérea do ponto de amostragem de &gua superficial do agude Acarape do
Meio.

Sao Gerardo

.
Acude Acarape'do Mq& ©eara, Brasil

8
ACA-09 &
. 8

013 Google
4 DigitalGlobe

Googlc earth

Fonte: Adaptado o Google earth, 2014.

Figura 19 — Pontos de amostragem de agua superficial dos acudes estudados.

- pt

i Parede do acude

- Estacéo elevatédria

Parede do acude ‘ x

Fonte: Autora, 2014.
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Figura 20 — Vista aérea dos pontos de amostragem de agua superficial do acude Gaviéo.

: o~ ETA Gaviao

Gererau

‘GAV»VJ

GAV-15"

3 "(\-()()QIC-(J‘;]- th
C

Fonte: Adaptado o Google earth, 2014.

As metodologias aplicadas para as andlises fisico-quimicas das
amostras encontram-se descritas na Tabela 15. Os parametros analisados com
a sonda multiparamétrica (MODELO YSI 6600V2), pertencente a COGERH
(Figura 21), foram realizados in situ. As demais analises foram realizadas no
Laboratério de Quimica Ambiental da UFC (Universidade Federal do Ceard) e
CAGECE (Companhia de Agua e Esgoto do Ceard).
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Tabela 15 - Metodologia utilizada para as analises fisico-quimicas.

Parametro

Método analitico

Temperatura (°C)
Condutividade (mS/cm)
Oxigénio dissolvido (mg/L)
Turbidez (UNT)
pH
Cor verdadeira (mg Pt/L)
Cloreto (mg CI/L)
Ferro (mg Fe/lL)

Solidos dissolvidos totais (mg/L)
Sdlidos totais (mg/L)
Sulfato (mg SO4%/L)

Nitrogénio total (mg N/L)
Fosforo total (mg P/L)
Ortofosfato (mg P-PO4%/L)

Clorofila a (pg/L)
DBO (mg O2/L)
Escherichia coli (NMP/100 mL)

Sonda multiparamétrica (MODELO
YSI 6600V2).

Sonda multiparamétrica (MODELO
YSI 6600V2).

Sonda multiparamétrica (MODELO
YSI 6600V2).
Nefelométrico (2130B) — APHA,
2012.

Eletrométrico (4500-H*B) — APHA,
2012.

Método de comparacéao visual
(2120B) - APHA, 2012.
Argentimétrico (4500-CI'B) - APHA,
2012.

Fenantrolina (3500-Fe-B) - APHA,
2012.

Gravimetria (2540 D) e Célculo -
APHA, 2012.
Gravimetria (2540 B) - APHA, 2012.
Turbidimetria — (4500- SO4%E) -
APHA, 2012.

Reducéao do cadmio (4500-NOs E) —
APHA, 1998.

Acido ascorbico (4500-P E) — APHA,
1998.

Acido ascorbico (4500-P E) — APHA,
1998.
Espectrofotométrico (10200 H) —
APHA, 1998.
lodometria (5210 B) — APHA, 2012.
Substrato enzimatico (9223 B 2b) —
APHA, 2012.

Fonte: Autora, 2014.
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Figura 21 - Sonda multiparamétrica utilizada na analise de alguns parametros fisico-quimicos.

b

Fonte: Autora, 2014.

4.3.4.2 Analise dos compostos enddcrinos nas amostras estudadas

Apds a coleta, as amostras eram armazenadas sob refrigeracao a
4°C, para posterior extracdo e analise. O padréo surrogate estrone-2,4-d2 numa
concentragdo de 5,0 mg/L foi adicionado em cada amostra antes do processo de
extracdo. Os procedimentos adotados para a andalise dos compostos de
interesse nas amostras de agua superficial coletadas sao apresentados na
Figura 22.



Figura 22 — Metodologia adotada na analise dos IEs nas amostras de agua superficial.
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Fonte: Autora, 2014.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos foram discutidos em relacdo as etapas
envolvendo o desenvolvimento e otimizacdo do método analitico; validacdo do

método; e analise das amostras dos acudes.

5.1 Desenvolvimento e otimizacdo das condi¢cfes cromatogaficas

Na etapa do método analitico foram otimizadas as melhores
condi¢cdes cromatogréficas e de extracdo por SPE para a determinacdo
simultanea dos cinco compostos enddcrinos escolhidos para serem analisados
em aguas superficiais.

Para avaliar a eficiéncia da separagéo cromatografica dos compostos,
foram testados diversos parametros experimentais tais como: (composic¢ao, pH
e fluxo da fase movel, tipo de eluicdo e temperatura do forno da coluna) utilizando
uma solucdo de mistura de padrdo em metanol de concentracdo 5,0 mg/L dos
compostos.

Durante a realizacdo da separacdo cromatografica foram testadas
como fase mével (FM) tanto a mistura metanol (MeOH):agua (Milli-Q) como
acetonitrila (ACN):agua (Milli-Q). Neste estudo observou-se que 0s compostos
cafeina e ciprofloxacina apresentaram coeluicdo quando se utilizou mistura
MeOH:H20 em condicdo isocratica de 70% de MeOH. Dessa forma, a FM
formada de MeOH:agua foi descartada dos experimentos posteriores.

Nas andlises utilizando FM ACN:H20 (acetonitrila:dgua), foram
testados a eluicdo isocratica e por gradiente. Na eluicdo isocratica foram feitos
trés teste: (1) Corrida com 30% de ACN e 70% de H20; (2) Corrida com 60% de
ACN e 40% de H20; e (3) Corrida com 90% de ACN e 10% de H20. Todas as
trés corridas foram realizadas utilizando um fluxo de 0,8 mL/min, a temperatura
do forno foi mantida em temperatura ambiente (28 + 2 °C) e o tempo de corrida
foi de 45 minutos. Na elui¢do isocratica os compostos cafeina e ciprofloxacina
também se apresentaram coeluidos, dessa forma partiu-se para os testes de

eluicdo por gradiente.
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Foram testados 11 gradientes de eluicdo com FM ACN:H20, onde a
percentagem de ACN variou de 10 a 100%. Os tempos de analise variaram entre
12 e 42 minutos, o fluxo da FM variou de 0,8 a 2,0 mL/min e a temperatura do
forno variou entre 28 e 40°C.

A Tabela 16 apresenta o programa de gradiente de eluicdo escolhido
no desenvolvimento do método. Neste gradiente, ha o aumento de 10 até 50%
de ACN em 10 minutos. Em seguida, durante 7 minutos, essa proporcao
aumentou para 100% de ACN, retornando a 10% de ACN em 8 minutos,
totalizando 25 minutos de corrida cromatogréfica. O fluxo inicial foi de 1,0 mL/min
e apo6s 10 minutos de corrida o fluxo foi aumentado para 2,0 mL/min, a

temperatura do forno foi mantida a temperatura ambiente (28 + 2 °C).

Tabela 16 - Gradiente de elui¢cdo do método empregado para analise dos 5 compostos de
interesse.

Tempo (min) ACN (% v/v) H20 (% v/v) Fluxo (mL/min)
0 10 90 1,0
10 50 50 1,0
10,5 50 50 2,0
17 100 10 2,0
19 10 90 1,0
25 (Final) 10 90 1,0

Fonte: Autora, 2013.

No estudo da influéncia da temperatura do forno da coluna, n&o foi
observada nenhuma variacdo significativa na resolu¢gdo dos picos e nem nos
tempos de retencdo dos compostos na temperatura de 40°C, sendo assim
escolheu-se trabalhar em temperatura ambiente (28 + 2 °C).

Também foi estudada a influéncia do pH da fase movel, onde a agua
ultrapura (Milli-Q) foi acidificada com HCI concentrado nos valores de pH 2, 3 e
4. O pH da &gua ultrapura, antes da acidificagédo, encontrava-se em torno de pH
6,0. A Figura 23 apresenta os cromatogramas obtidos nos diferentes valores de

pH testados.
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Figura 23 — Cromatogramas dos compostos padréo nos diferentes valores de pH da fase mével
estudados. 1 = CAF, 2 =CIPRO, 3=E2,4 =EE2 e 5 = DES.
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nAl Max Intensity : 31,737
“ 1 3,0
pH 3,
20+
154
10- 5
i
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 1.0 20 30 L0 50 60 70 80 9.0 100 110 120 130 140 150 16.0 17.0 180 19.0 20.0 21.0 20 230 240 2.0
Al Max Intenstty : 31818
: 1
2 pH 2,0
204
154
10 5
W ,
i
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
00 10 20 0 40 50 6.0 70 &0 9.0 10.0 1.0 120 13.0 140 150 18.0 17.0 180 18.0 20.0 210 220 230 0 0!

Fonte: Autora, 2013.

De acordo com os cromatogramas mostrados na Figura 23, observa-
se que a resolucdo cromatografica dos componentes 1 e 2 é fortemente
dependente do pH da fase mdvel, ao passo que 0os componentes 3, 4 e 5 ndo
dependem do pH. Na separacdo cromatografica em pH 4 ha coelui¢cdo entre os
picos 1 e 2. Em pH 3 pode-se observar boa resolugcéo dos picos, no entanto os

picos 1 e 2 ainda ndo foram totalmente separados. E, finalmente, em pH 2 esses
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picos encontram-se totalmente separados. Observa-se também que o pH néo
influenciou nos tempos de retencdo de nenhum dos composto, e nem na
separacao dos compostos 3, 4 e 5.

Os compostos estudados (CAF, CIPRO, E2, EE2 e DES) apresentam
carater levemente basico, uma vez que seus valores de pKa variam entre 6,18 —
10,7 (Tabela 1). Dessa forma, provavelmente, o meio &cido (pH 2) tenha
proporcionado maior ionizacdo dos compostos na fase moével, o que pode ter
influenciado a melhor separacéo dos picos 1 e 2 decorrente da interacdo com a
fase estacionaria da coluna

Conforme relatam Petrovic et al. (2005) os poluentes organicos
emergentes com caracteristicas acidas ou basicas, necessitam do ajuste do pH
da fase movel, onde seu valor depende do pKa dos compostos a serem
analisados. No seu estudo de farmacos de diferente classes terapéuticas,
Castiglioni et al. (2005) também utilizaram modo de separacédo por gradiente e
fase movel composta por acetonitrila e agua acidificada com acido formico (pH
2,0).

A ordem de eluicdo dos compostos foi obtida injetando-se padrdes
individuais de cada um dos compostos estudados numa concentracdo de 10
mg/L utilizando o gradiente de concentracdo escolhido em pH 2. A Tabela 17
apresenta os tempos de retencdo de cada composto de acordo com o0s

cromatogramas apresentados na Figura 23.

Tabela 17 - Tempo de retengéo (Tr) dos cinco compostos de acordo.

Pico Composto Tr (Min)
1 Cafeina (CAF) 6,87
2 Ciprofloxacina (CIPRO) 7,59
3 173 — Estradiol (E2) 12,85
4 17a — Etinilestradiol (EE2) 13,21
5 Dietilestilbestrol (DES) 13,64

Fonte: Autora, 2013.

A ordem de eluicdo observada relaciona-se com o grau de
hidrofobicidade dos compostos, justificada pelos valores de log Kow (Tabela 1).
Até os nove primeiros minutos de corrida, a FM apresenta uma maior

concentracdo de agua, assim a cafeina (pico 1) e a ciprofloxacina (pico 2),
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compostos de cardter mais polar, apresentam menor interacdo com a fase
estacionaria da coluna cromatografica (octadecilsilano — C-18). A partir dos dez
minutos de corrida, a FM apresenta maior concentracdo de metanol, e 0s
compostos E2 (pico 3), EE2 (pico 4) e DES (pico 5), mais apolares, apresentam

maior interagdo com a fase estacionaria da coluna, portanto sendo mais retidos.

5.2 Otimizacdo do método de extracdo em fase sélida (SPE)

Os estudos para avaliar a eficiéncia o tipo de material adsorvente na
recuperacdo (%) dos compostos de interesse foram realizados utilizando
cartuchos HyperSep C-18 (Thermo Scientific) e HLB (Oasis) de 500 mg/émL
cada.

Um volume de 500 mL de amostra numa concentracéo de 50 ug/L dos
compostos foi percolado nos cartuchos C-18 e HLB previamente condicionados
com 5,0 mL de ACN 100%, seguidos de 5,0 mL de MeOH 100% e mais 5,0 mL
de &gua ultrapura. Os compostos de interesse retidos foram eluidos com 2,0 mL
de MeOH 100% e os extratos analisados por HPLC-DAD.

Os resultados de comparacdo das recuperacdes entre os dois
materiais adsorventes utilizados na SPE podem ser visualizados na Figura 24 e
na Tabela 18.



Figura 24 — Eficiéncia de recuperac¢éo (%) dos cinco compostos na avaliagdo dos materiais
adsorventes.
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Fonte: Autora, 2013.

Tabela 18 - Eficiéncia de recuperacéo dos cinco compostos na avaliagdo dos materiais
adsorventes, (n = 4).
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Cg;:fuocsr:g / Recuperacéo (%) DP CV (%)
C-18
CAF 87,83 +431 4,90
CIPRO 4,96 +1,19 24,08
E2 117,76 *+ 3,00 2,18
EE2 100,14 + 3,31 3,31
DES 85,25 +7,43 8,72
HLB
CAF 63,39 +2,91 4,59
CIPRO 62,63 +2,37 3,78
E2 11,45 +0,41 3,59
EE2 2,52 + 0,49 19,35
DES 13,87 +0,55 3,93

Fonte: Autora, 2013.
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Conforme os resultados obtidos em termos de recuperacéo, observa-
se que ha uma diferenca marcante entre os dois cartuchos para todos os
compostos estudados.

O cartucho C-18 apresentou maior eficiéncia de recuperacéo para 0s
compostos CAF, E2, EE2 e DES. No entanto, o cartucho HLB apresentou maior
eficiéncia de recuperacao para o composto CIPRO.

Segundo a Association of Official Analytical Chemists (AOAC) (1998),
o valor aceitavel de recuperacdo dependera do percentual de analito que foi
adicionado em relagdo a amostra como um todo. A concentragdo adicionada a
amostra em estudo foi de 50 pg/L, o que resulta em uma faixa de recuperacgéo
aceitavel de 60 a 115%, conforme exposto na Tabela 7. No entanto, apenas a
cafeina (CAF) apresentou eficiéncia de recuperacao satisfatéria para os dois
materiais adsorventes estudados.

A seguir sdo apresentados os resultados obtidos pelo planejamento
fatorial para a otimizacédo das condicbes de extracdo dos compostos por SPE.
Os resultados obtidos para a escolha do material adsorvente foram concordantes

com os anteriormente apresentados.

5.2.1 Planejamento fatorial para SPE

A matriz dos experimentos e 0s vetores de resposta (valores médios
das areas dos picos cromatograficos) obtidos pelo planejamento fatorial (24), na
primeira fase do planejamento, com o0s 16 ensaios (quatro fatores em dois niveis)
sao apresentados na Tabela 19.

Os resultados obtidos para avaliar o melhor cartucho de extracdo na
primeira fase do planejamento sdo mostrados nos graficos de interacdo para
cada um dos compostos estudados nas Figuras 25, 26 e 27.

Nos gréaficos de interacdo as melhores respostas sdo indicadas pelas
retas e a inclinacdo a qual indica o nivel de significancia, onde o ponto mais alto

reflete a maior resposta (area do pico).
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Tabela 19 — Matriz para o planejamento fatorial (24) e areas dos picos cromatograficos (referente aos compostos estudados) obtidos para o método de
extracdo dos compostos de interesse por SPE e andlise por HPLC-DAD.

Vol. Vol.
) Cartucho Eluente, pH Amostra, CAF CIPRO E2 EE2 DES

Ensaio mL mL
1 C-18 2 7,5 250 351453,0 7012,300 107957,0 76303,13 1443214
2 C-18 2 3,0 250 390564,3 544021,4 128317,0 85239,93 156459,7
3 C-18 4 7,5 250 166395,1 15971,28 52169,48 38533,15 70985,05
4 C-18 4 3,0 250 175510,5 119077,7 56336,33 38675,68 71249,30
5 C-18 2 7,5 500 701958,0 51619,33 268987,1 187731,4 324042,1
6 C-18 2 3,0 500 682803,2 7264449 222467,1 155919,2 253548,1
7 C-18 4 7,5 500 344309,1 21980,58 101618,7 79884,48 1373514
8 C-18 4 3,0 500 317758,6 873604,4 114562,1 88193,20 162868,4
9 HLB 2 3,0 250 206602,9 696633,6 20477,75 22952,45 47201,63
10 HLB 2 7,5 250 197973,7 146596,6 13531,43 14600,03 36160,30
11 HLB 4 3,0 250 193838,1 1254616  59283,85 15676,23 93470,40
12 HLB 4 7,5 250 1949450 260483,5 53161,23 40290,70 86501,33
13 HLB 2 7,5 500 506662,5 651477,1 21943,83 5462,025 53331,70
14 HLB 2 3,0 500 380395,6 1278820 38948,18 56975,43 81393,98
15 HLB 4 3,0 500 344698,7 188211,8 84866,45 61819,08 142192,1
16 HLB 4 7,5 500 373986,3 202579,9 112993,7 86049,38 182719,5

Fonte: Autora, 2014.
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Figura 25 - Gréficos de interacdo entre os cartuchos de extracdo e o pH da amostra para cada
composto estudado.
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Figura 26 — Graficos de interagdo entre os cartuchos de extragéo e os volumes de amostra (va)
para cada composto estudado.
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Figura 27 — Graficos de interacéo entre os cartuchos de extracédo e os volumes de eluente (ve)

para cada composto estudado.
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A interpretacdo dos graficos mostrados na Figura 25, interacédo

cartucho e pH, revela que o cartucho HLB tem efeito negativo para todos os

compostos, com excec¢ao da CIPRO. Na Figura 26, interac&o cartucho e volume

de amostra, também revela efeito positivo da CIPRO pelo cartucho HLB.

Enquanto que os outros compostos apresentam efeito positivo para o cartucho

C-18. Nos gréaficos de interacdo, cartucho e volume de eluente, da Figura 27,

observa-se que, com excecdo da CIPRO, os outros compostos ndao apresentam
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nenhum efeito para os cartuchos quando o volume de eluente é de 4,0 mL. No
entanto, quando o volume € 2,0 mL os compostos apresentam efeito positivo
para o cartucho C-18.

De acordo com Samanidou et al., (2005) e Zhao et al., (2007), o
cartucho mais utilizado para a extracado da ciprofloxacina por SPE é o Oasis
HLB®, o qual é recheado por um polimero macroporoso poli (divinilbenzeno-co-
N-vinilpirrolidona). Este material apresenta caracteristicas lipofilicas e hidrofilicas
e é estavel para todo o intervalo de pH tradicional. O monémero lipofilico é
constituido pelo grupo divinilbenzeno que possibilita uma maior retencdo dos
analitos, particularmente importante na recuperacdo de compostos polares. O
carater hidrofilico € conferido pelo grupo N-vinilpirrolidona, que confere ao
adsorvente propriedades hidrofilicas, evitando os problemas de molhabilidade
(retengdo de agua) encontrados para os adsorventes de silica octadecilsilano (C-
18).

Para antibiéticos de uso humano e veterinario, os materiais sorventes
mais utilizados nos cartuchos sdo o copolimero divinilbenzeno e o N-
vinilpirrolidona que, por apresentarem caracteristicas de interagdo mista
hidrofilica-lipofilica, podem extrair analitos de média a alta polaridade,
apresentando os melhores percentuais de recuperacdo (DIAZ-CRUZ e
BARCELO, 2006).

Ao avaliar a interacdo entre os cartuchos e o pH da amostra para a
CIPRO na Figura 25, observa-se um aumento significativo da resposta no
cartucho C18 quando em pH 3.

A ciprofloxacina € uma (fluoro) quinolona (FQ) que possui um grupo
piperazinil que tem dois valores de pKa, um perto de pH 6 e outro proximo de pH
8, existindo, majoritariamente, na forma catiénica a pH acido e na forma aniénica
em pH basico. Existem na forma zwiteribnica a pH neutro, tendo a molécula, na
globalidade, carga zero, mas tendo zonas com carga positiva e outras com carga
negativa, (Figura 28) (PISTOS et al., 2005).
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Figura 28 — Estrutura e equilibrio de ionizacao das piperazinil (fluoro) quinolona.
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Fonte: TURIEL et al., 2003.

Assim, quando a solugéo da amostra encontra-se em pH 7,5, a forma
zwiteridnica da ciprofloxacina prevalece, e esta forma apresenta menor interacéo
com a fase estacionaria do cartucho C-18. A Figura 29 apresenta a eficiéncia de

recuperacédo da ciprofloxacina nos dois cartuchos estudados, em pH 3.

Figura 29 — Eficiéncia de recuperagéo da CIPRO nos dois cartuchos estudados em pH 3.
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Fonte: Autora, 2014.

A eficiéncia na recuperacéao da CIPRO em pH 3 com o cartucho C-18
apresentou um valor de 76%, satisfazendo as recomendacdes da AOAC, que

estabelece uma faixa de recuperacédo entre 60 e 115%, na concentracdo de 50

Ma/L.
Portanto, o cartucho C-18 foi adotado durante a pesquisa como o

adsorvente na etapa de SPE para todos os compostos estudados.
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Na segunda fase do planejamento fatorial foi realizada analise dos
trés fatores (pH, volume de amostra e volume de eluente) com o cartucho C-18.

Com os resultados obtidos usando o software R (versao 3.0.1) foram
gerados os diagramas de Pareto para cada composto, com intervalo de
confianga de 95%, os quais sao mostrados na Figura 30.

Analisando o diagrama de Pareto para a CAF observa-se que o fator
que apresentou importancia significativa foi a interacdo entre o volume de
amostra e o volume de eluigéo.

Para a CIPRO o fator mais significante foi a interagéo entre o pH e o
volume da amostra. O volume de elui¢ao foi o fator mais significativo para o E2,
a interacdo negativa observada (-1,564), indica que no momento que havia a
transferéncia do nivel mais baixo (-1) para o nivel mais alto (+1) ocorria uma
reducdo no fator resposta, mostrando que o volume de eluicdo de 4 mL
apresenta menor resposta quando comparado ao volume de 2 mL.

O composto EE2 apresenta dois efeitos significativos, o volume de
amostra e o volume de elui¢éo. E observado efeito positivo (2,236) no volume de
amostra quando ha a transferéncia do nivel mais baixo (-1) para o nivel mais alto
(+1), ou seja, hd um aumento no fator resposta quando o volume de 250 mL
aumenta para 500 mL. Para o fator volume de eluicédo, é observado um efeito
negativo (-2,208), indicando que no momento que havia a transferéncia do nivel
mais baixo (-1) para o nivel mais alto (+1) ocorria uma reduc¢éo no fator resposta,
mostrando que o volume de eluicdo de 4 mL apresenta menor resposta quando
comparado ao volume de 2 mL, o0 mesmo comportamento observado para o
horménio E2. Finalmente, para o composto DES, o fator mais significativo foi a

interacdo entre o volume de amostra e o volume de eluigdo.
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Figura 30 — Diagramas de Pareto do planejamento fatorial da SPE para os compostos
estudados.
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Continuacéo da Figura 30 — Diagramas de Pareto do planejamento fatorial da SPE para os
compostos estudados.

Diagrama de Pareto pra EE2
A pH
25 - B Volume da amostra
2236 2208 C Volume de eluicio
2179
2.0 7 -1.847
[=]
h=]
®
N 15
=
Q
—
>
o 1.0 7
Q
=
[T
W 05 -
0248 0213 0211 (474
0.0
m o Q Q o Q <
m m <L <
L
Diagrama de Pareto para DES
A pH
1596 B Volume da amostra
o C Volume de eluicdo
_ 1.538
g’ 1.355
b= -1.27
o 147
S
S 0985 g5
T 10 :
o
o 0.758
=
2
1T}
05
0.0
o o < o) 0 m 0
@ < in] <
<

Fonte: Autora, 2014.

Para uma melhor visualizacdo dos resultados obtidos sao
apresentados nas Figuras 31 a 35 os graficos de superficie de resposta quando
estes vao do nivel -1 ao +1, os quais podem simplificar a interpretacdo dos

resultados obtidos.
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Figura 31 — Gréficos de superficie de resposta do planejamento fatorial da SPE para a cafeina.
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Fonte: Autora, 2014.

Figura 32 — Graficos de superficie de resposta do planejamento fatorial da SPE para a
ciprofloxacina.
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Figura 33 — Graficos de superficie de resposta do planejamento fatorial da SPE para a 17f3-
estradiol.
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Figura 34 — Graficos de superficie de resposta do planejamento fatorial da SPE para a 17a-
etinilestradiol.
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Figura 35 — Graficos de superficie de resposta do planejamento fatorial da SPE para o
dietilestilbestrol.
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A andlise dos gréficos de superficie de resposta leva as seguintes
conclusdes quanto a otimizag&o das condigOes para SPE:

O volume de eluicdo apresentou melhores respostas para 0s
compostos CAF, E2 e EE2 quando houve a transferéncia do nivel mais alto (+1)
para o nivel mais baixo (-1), ou seja, quando o volume de eluicdo é 2,0 mL,
caracterizada pela forte variacdo nas cores da superficie. Para os compostos
CIPRO e DES as melhores respostas ocorreram quando houve a transferéncia
do nivel mais baixo (-1) para o nivel mais alto (+1), ou seja, quando o volume de
eluicdo é 4,0 mL. No entanto, o fator volume de eluicdo néo é significativo para
os compostos CIPRO e DES quando avaliado individualmente (interagéo C) na
Figura 30. Assim, o volume de elui¢cdo 2,0 mL foi adotado como valor 6timo para
todos os compostos.

O volume de amostra apresentou melhores respostas para 0S
compostos CAF e EE2 quando houve a transferéncia do nivel mais baixo (-1)
para o nivel mais alto (+1), ou seja, quando o volume de amostra é 500 mL. Para
0 composto E2 as respostas obtidas para o volume de amostra variaram muito

pouco, caracterizadas pela fraca variacao nas cores da superficie. Para a CIPRO
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e o DES o fator volume de amostra apresentou resposta elevada (para o volume
de 250 mL) somente quando foi relacionada com o pH da amostra (interacao
AB), no entanto, quando o volume da amostra é relacionado com o volume de
eluente (interacdo BC) n&o é observada uma variacdo significativa nas cores das
superficies de resposta. A interacao individual do volume da amostra (B), s6 é
significativa para o composto EE2, de acordo com a Figura 30. Portanto, o
volume de amostra de 500 mL foi adotado como valor 6timo para todos os
compostos.

Quando utilizou cartucho C18 e 500 mL de amostra, Raimundo (2007)
alcancou niveis de recuperacao para cafeina na ordem de 102%.

No seu estudo de otimizacdo das condicbes de extracdo dos
hormonios E2 e EE2 por SPE, Pessoa (2012) também otimizou o volume de 500
mL de amostra como sendo 6timo na recuperacao desses compostos. NOSs0s
resultados também concordam com os obtidos por Bizkarguenaga et al. (2012),
ao analisarem trés volumes de amostra (100, 250 e 500 mL), a aliquota de 500
mL apresentou a melhor resposta.

O pH da amostra apresentou efeito significativo apenas para o
composto CIPRO quando interage com o fator volume de amostra (interacao
AB), conforme Figura 30. No gréfico de superficie de resposta da CIPRO, Figura
32, observa-se que melhores respostas sao alcancadas quando ha a
transferéncia do nivel mais alto (+1) para o nivel mais baixo (-1), ou seja, quando
o pH é 3. Para os outros compostos nao € observado nenhum efeito significativo
guando ha variacdo de pH. A Figura 36 mostra os diagramas de especia¢ao dos

compostos em diferentes valores de pH.



121

Figura 36 — Diagramas de especiacdo dos compostos em estudo em diferentes valores de pH.
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A analise dos diagramas de especiacdo nos dois valores de pH
estudados, 3 e 7,5, indica que, com excecdo da CIPRO, todos os outros
compostos apresentam-se sob a mesma forma durante toda a faixa de pH
estudada. Na CIPRO, a forma cationica (azul) prevalece em pH 3, e em pH 7,5
a forma zwiteridnica (laranja). Assim, a afinidade do analito, na forma cationica,
com a fase estacionaria C18 (adsorvente) do cartucho foi mais significativa do
gue na forma zwiteridnica.

Portanto, a acidificagdo da amostra em pH 3,0 foi adotada nesta
pesquisa como sendo o valor 6timo de pH para todos 0s compostos.

Esses resultados concordam com os estudos de Turiel et al. (2003),
0S guais conseguiram uma recuperacdo entre 87 — 101% de CIPRO em
amostras de agua superficial ajustadas em pH 4,0 utilizando cartuchos C18 na
SPE.

Nos estudos de Pessoa (2012) e Pedrouzo et al. (2009), também néo
foram encontradas diferencas significativas ao analisar os horménios E2, EE2 e
DES nos mesmos valores de pH aqui apresentados (pH 3 e pH 7,5).

A Tabela 20 apresenta o resultado das condi¢cbes de otimizacao de

SPE adotadas para os compostos estudados.

Tabela 20 — Resultados das condi¢fes de otimizac&do de SPE adotada para compostos
estudados.

Composto Cartucho Vol. amostra, oH Vol. eluigéo,
mL mL
CAF
CIPRO
E2 C-18 500 3 >
EE2
DES

Fonte: Autora, 2014.

A eficiencia de recuperacdo dos compostos estudados, com as
condi¢cbes da otimizacdo de SPE estabelecidas no planejamento fatorial, séo

apresentadas na Figura 37.
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Figura 37 — Eficiéncia de recupera¢éo dos compostos estudados com as condi¢cfes de
otimizagdo de SPE estabelecidas (concentracao de 50 pg/L).
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Observa-se gue a eficiéncia de recuperacao para todos os compostos
esta acima de 60%, estando, portanto, de acordo com a Association of Official
Analytical Chemists (AOAC) (1998), que estabelece uma faixa de recuperacao

aceitavel de 60 a 115%, Tabela 7.

5.3 Validacdo do método analitico

5.3.1 Figuras de mérito do método cromatografico

5.3.1.1 Seletividade

O estudo envolveu a comparacdo entre trés cromatogramas
referentes a uma amostra do agude Pacoti; a mesma amostra do agude Pacoti
dopada com os cinco analitos em concentragado de 500 ug/L; e um padréo multi
dos cinco analitos de concentragcao 500 ug/L cada, foi realizada pela analise da

Figura 38.
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Figura 38 — Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD para uma amostra padrdo multi 500 ug/L
dos cinco compostos, e duas amostras do acude Pacoti, uma natural e uma dopada com 500
Mg/L dos cinco compostos. 1: Cafeina; 2: Ciprofloxacina; 3: 173-estradiol; 4: 17a-etinilestradiol,
5: Dietilestilbestrol.
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Fonte: Autora, 2014.

Analisando a Figura 38 verifica-se que nao foi observado nenhum pico
interferente eluindo no mesmo tempo de retencdo dos compostos de interesse,
pois 0s mesmos estdo bem separados dos demais compostos presentes na
amostra. Dessa forma o método cromatografico mostrou ser seletivo para os
compostos de interesse.

A diferenca do desvio da linha de base observada no inicio do
cromatograma (a partir de 5 min) esta relacionado com a absor¢éo no UV de
substancias humicas comumente presentes em amostras de agua de lagos,
lagoas, estuérios, etc., que causa esta caracteristica devido ao seu sistema
conjugado de anéis aromaticos (MADUREIRA et al., 2010).

O desvio da linha de base observado nos trés cromatogramas apos

12 minutos esta relacionado com o gradiente de elui¢cdo, pois o fluxo da fase
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movel sofre uma mudancga repentina de 1 mL/min para 2 mL/min a partir de 10,5
minutos de corrida cromatografica.

Com a utilizacdo do detector de arranjo de diodos — DAD foi possivel
avaliar os espectros de absor¢do no comprimento de onda caracteristico de cada
composto na amostra do acude Pacoti dopada e compara-los com o dos

padrdes, Figura 39.
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Figura 39 — Espectro de absorcdo no UV dos compostos nos padrées e na amostra do acude
Pacoti dopada.
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Fonte: Autora, 2014.

De acordo com Ribani et al. (2004), a comparacao entre 0s espectros

pode indicar a pureza do composto. A técnica de comparacao dos espectros dos
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padrées e dos analitos da amostra geralmente aumenta a seletividade do
método.

A anadlise qualitativa dos espectros obtidos pelo detector DAD
possibilitou a estimativa da pureza dos picos cromatograficos, os valores sao
dados de acordo com a Tabela 21. Para a quantificagdo dos analitos foram
usados os cromatogramas obtidos com absorcéo UV nos comprimentos de onda

caracteristicos de cada composto.

Tabela 21 — Comprimentos de onda, tempos de retencdo e pureza dos picos dos compostos
estudados.

Comprimento de

Composto onda Tempo de Pureza do pico
caracteristico retencao (min) (%)
(nm)

CAF 272 6,836 99,99
CIPRO 278 7,457 99,75
E2 215 12,878 98,70
EE2 215 13,191 99,29
DES 239 13,615 98,77

Fonte: Autora, 2013.

Conforme observado na Figura 40, pode-se afirmar também que o
método cromatogréafico implementado para a analise da cafeina, ciprofloxacina,
17-B estradiol, 17-a etinilestradiol e dietilestilbestrol é seletivo. Como observado
a comparacdo entre as curvas analiticas com padrao externo e com a matriz
(superposicdo) indica que as curvas analiticas apresentaram-se paralelas,
considerando uma diferenca entre os coeficientes angulares (slop) menor que
25%. Segundo Ribani et al. (2004) quando isso ocorre pode-se dizer que néo ha
interferéncia da matriz na determinacdo da substancia de interesse. Portanto,

recomenda-se o uso do método do padrao externo.
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Figura 40 — Curvas analiticas obtidas para os compostos por padronizacdo externa sem
superposi¢do de matriz e por padronizacdo externa com superposi¢cao de matriz.
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Fonte: Autora 2013.

5.3.1.2 Linearidade e sensibilidade

A faixa de linearidade do método para os compostos foi avaliada

através do coeficiente de correlacdo (R) obtido por regresséo linear e dos

coeficientes de regressao das curvas de calibracdo obtidos por regresséao linear.
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Uma satisfatéria faixa de linearidade foi encontrada para todos os compostos

estudados, Tabela 22.

Tabela 22 - Curvas de calibracdo dos analitos, faixa linear e coeficientes de correlacao.

Composto Faigjzl/i:)ez ar Curva analitica R
CAF 10 - 1000 y = 63,939 + 688,02 0,992
CIPRO 5-500 y =83,212x + 775,75 0,997
E2 5 - 500 y = 15,61x + 177,82 0,999
EE2 5-80 y =14,937x + 765,82 0,999
DES 5-500 y =30,342x + 717,28 0,997

Fonte: Autora, 2014.

De acordo com a Tabela 22 observa-se que, dentro das faixas lineares
estudadas, o método analitico por HPLC-DAD atendeu as exigéncias da ANVISA
(BRASIL, 2003), pois os valores dos coeficientes de correlagcdo (R) foram
superiores a 0,99.

A sensibilidade foi expressa pela inclinacdo da curva analitica. A

Figura 41 mostra as curvas analiticas dos compostos estudados.



Figura 41 — Curvas analiticas obtidas com solucao padrdo multi para os cinco compostos.
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Fonte: Autora, 2014.

Pela Figura 41 é possivel observar as tendéncias da sensibilidade
usando o detector DAD. O composto que apresenta a maior sensibilidade dentre
0s cinco € a ciprofloxacina, seguida pela CAF > DES > E2 > EE2, conforme

valores dos coeficientes angulares das curvas analiticas dadas na Tabela 22.

5.3.1.3 Limites de detecc¢éo (LD) e quantificacdo (LQ)

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram determinados pelo
método baseado nos parametros da curva analitica (coeficientes angular e
linear), conforme equagbes 4 e 5. Os valores calculados sdo mostrados na
Tabela 23.
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Tabela 23 - Limite de deteccéo e limite de quantificacdo dos cinco compostos determinados por
HPLC-DAD.

LD L
composto (uglL) o)
CAF 1,543 5,142
CIPRO 1,349 4,496
E2 0,283 0,944
EE?2 0,383 1,275
DES 1,154 3,845

Fonte: Autora, 2014.

No estudo de Verbinnen, Nunes e Vieira (2010), os mesmos
encontraram um LD igual a 1,25 pg/L para o E2 e 0 EE2. No estudo de Zarzycki,
Wtodarczyk e Baran (2009) o LD variou de 0,001 — 0,026 pg/L para os horménios
E2, EE2 e DES, enquanto que no de Alda e Barcel6 (2001) o LD foi igual a 0,015
Mg/L para esses mesmos hormdénios. Rao, Venkateswarlu e Narsimha (2008)
encontraram LD igual a 0,6 ug/L e LQ igual a 2,0 pg/L para ciprofloxacina
juntamente com outros antibiéticos. Raimundo (2007) encontrou um LD igual a
22 yg/L e LQ igual a 74 pg/L para a cafeina juntamente com outras classes de

farmacos.

5.3.1.4 Precisao
A precisdo do método cromatografico empregado neste trabalho foi

avaliada por meio da repetibilidade intradia. A precisao intradia foi representada
pela concordancia entre os resultados de dez medidas sucessivas do método,
efetuadas pelo mesmo analista, sob as mesmas condi¢cdes de analise, no
mesmo instrumento, no mesmo local e no mesmo dia, no intervalo de tempo de
horas.

A preciséao foi determinada com base nas areas dos picos e tempo de

retencdo dos compostos de uma mesma amostra, Figura 42.
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Figura 42 — Precisdo do método cromatografico por meio da repetibilidade intradia. Condigdes:
amostra do acude Gaviado dopada com solucdo padrdo multi de 50 ug/mL, (n =10).
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Fonte: Autora, 2014.

A ANVISA nédo admite valores de CV% superiores a 5 % para
determinacao de farmacos em medicamentos (BRASIL, 2003), de acordo com
os valores encontrados, percebe-se que o presente método atende as exigéncia
da ANVISA para todos os compostos em estudo, uma vez que 0s coeficientes
de variacdo (%CV) calculados foram inferiores a 3%.

5.3.1.5 Robustez

Os resultados das 4 analises realizadas representados por letras de s
a v no ensaio de robustez foram utilizados para avaliar o efeito de cada variavel
(diferenca entre a média dos resultados das 2 analises com letra mailscula e a
média dos resultados das 2 analises com letra minuscula), bem como o desvio
padrdo entre os 4 resultados.

Valores de efeito maior do que o desvio padréo (s) multiplicado pela
raiz quadrada de dois (sV2) s&o considerados significantes, portanto, alteram a
resposta analitica (GEHRING et al., 2011; Youden e Steine, 1975).
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A Tabela 24 e a Tabela 25 apresentam os resultados do efeito de cada
variavel estudada sobre a area do pico e tempo de retencdo dos compostos de

interesse, respectivamente.

Tabela 24 - Valores de efeitos obtidos a partir dos resultados da area do pico dos compostos
de interesse de acordo com o teste de Youden e Steine (1975).

Variavel Efeito
CAF CIPRO E2 EE2 DES
pH da fase mével 0,4712 0,3772 0,4388 0,4462 0,4619

Concentracéo da fase

i 0,5288 0,6228 0,5612 0,4705 0,5381
movel

Temperatura da coluna 0,5288 -0,2888 -0,4095 0,5295 0,2740

sV2* 0,5987 0,6395 0,6709 0,6835 0,6207

* s\2 = Desvio padrdo entre os resultados das 4 combinagdes experimentais (Tabela 12)
multiplicado por raiz quadrada de 2.
Fonte: Autora, 2014.

Tabela 25 - Valores de efeitos obtidos a partir dos resultados do tempo de retencdo dos
compostos de interesse de acordo com o teste de Youden e Steine (1975).

Variavel Efeito
CAF CIPRO E2 EE2 DES
pHdafase 4103 1548 00105  0.0060 -0,0058
moével
Concentragao o ,92 01373 00035  -0.0065 -0,0248
da fase moével
Temperatura o 1,07 50852 -0.0095  -0,0040 0.0153
da coluna
SV2 00352 0,1827 00119 00079 0.0242

Fonte: Autora, 2014.

Pode-se observar que nenhum efeito foi maior do que o critério sv2,
0 que significa que nenhuma variavel testada influencia significativamente na

resposta analitica.
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A partir desses resultados, pode-se deduzir que o método
cromatografico € considerado robusto para todas as variaveis estudadas, uma
vez que as respostas analiticas, area do pico e tempo de retencéo, nao sofreram

alteracOes significativas.

5.3.2 Validacao das curvas de calibragéo

Utiliza-se a analise por regressao linear para estabelecer o ajuste de
uma curva de calibracdo e suas incertezas associadas, isso € frequentemente
utilizado para indicar a melhor reta que passa entre 0s pontos experimentais (X,y)
e que pode ser considerada sem erros determinados. Os célculos estatisticos
sdo utilizados com o propdsito de aprimorar os julgamentos relacionados a
qualidade de medidas experimentais (COSTA et al., 2006; SKOOG et al., 2010).
Isso requer calculos de intervalo de confianca dos coeficientes linear (intersecao)
e angular (inclinagéo) passando pela origem, e com o uso do branco.

O conceito estatistico do coeficiente correlacdo R em muitas vezes é
mal interpretado e utilizado como critério de aceitagcdo da linearidade da
regressao por alguns analistas, quando utilizado em analise quimica. Ainda que
se observem os altos valores de R, ou seja, proximos da unidade, porém abaixo
de 0,999, é possivel que a curva de calibracdo apresente erros determinados.
Sendo assim, devem-se verificar por meio de testes estatisticos de comparacéo

de variancias, tais como o teste de validade da regressao (CHUI et al., 2001).

5.3.2.1 Teste de validacdo da andlise de regressao linear (significancia da
regressao)

Uma regresséao linear significativa € aquela na qual a variacdo nos
valores de y decorrentes da relacédo linear prevista é grande quando comparada
com aquela devido aos erros (residuos). Contudo, quando a regressao é
significativa, ocorre um valor grande de Fcaiculado (SKOOG et al., 2010).

Desse modo, a indicagdo da existéncia de relacdo linear entre as
variaveis x e y foi significativa para todos os compostos estudados, dado o

elevado valor de Fcaiculado. A confirmacéo da significancia estatistica ocorre por



135

meio do teste F, na Tabela 26 sdo apresentados os resultados referentes ao

teste estatistico.

Tabela 26 — Teste de linearidade das curvas analiticas preparadas em metanol. Utilizando 95%
de confiang¢a e Feritico = 6,61

Composto Fcalculado Teste F
Cafeina 293,19
Ciprofloxacina 940,09
17B-estradiol 7381,5 Fcalculado 2 Feritico
17a-etinilestradiol 1054,4
Dietilestilbestrol 907,89

Fonte: Autora, 2014.

5.3.2.2 Teste de significancia dos parametros de calibracao

Idealmente, as linhas de regressdo obtidas para as curvas de
calibracdo deveriam passar pela origem, ou seja, com intercepto da curva
passando pelo ponto (0,0) dos eixos cartesianos (LIGIERO, 2009; NETO;
PIMENTEL; ARAUJO, 2002). Como pode ser observado na Tabela 22, as curvas
obtidas possuem desvios positivos em seus coeficientes lineares (interceptos).

Devido aos desvios observados, foi realizado teste estatistico de
significAncia dos parametros das curvas de calibracdo (coeficientes angulares e
lineares), para avaliar a magnitude de significancia desses parametros para as
equacdes das curvas de calibragéo utilizadas nos calculos de concentracao dos
analitos (LIGIERO, 2009; NETO; PIMENTEL; ARAUJO, 2002).

O valor de tcarculado para 0s parametros foi comparado com o valor de
teritico tabelado, para o nivel de confianca de 95% e o numero de graus de
liberdade (GL) é dado por GL = N — 2, sendo N o numero de pontos das curvas
analiticas. Quando tcritco € maior do que tcarculado @ hipétese de que o desvio é

insignificante estatisticamente é aceita, sendo assim, o coeficiente linear (b) é
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excluido da equacao (y = ax + b) para o calculo das concentracdes dos analitos
(LIGIERO et al., 2009). Os resultados séo expressos na Tabela 27.

Os resultados da anadlise estatistica dos parametros das equacdes
das curvas analiticas evidenciam que todos os coeficientes angulares sdo
significativos para todos 0S compostos (tcalculado > teritico).

Os coeficientes lineares das equacfes dos compostos 17p-estradiol,
17a-etinilestradiol e dietilestilbestrol sdo estatisticamente significativos (tcalculado >
tcritico).

No entanto, os coeficientes lineares das equacdes dos compostos
cafeina e ciprofloxacina ndo apresentam significancia estatistica (tcaiculado < tcritico),
ou seja, podem ser considerados zero nos calculos das concentracdes dos
analitos. Portanto, os coeficientes lineares das equacfes das curvas analiticas
da cafeina e ciprofloxacina foram desconsiderados das equacdes, tornando-as

do tipo y = a.x.
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Tabela 27 - Resultados do teste estatistico de significancia dos parametros das equacdes das curvas de calibracéo (do tipo y = ax +b). a = coeficiente
angular; s, = desvio do coeficiente angular; ICa = intervalo de confianca do coeficiente angular; b= coeficiente linear; s, = desvio do coeficiente linear; ICy =
intervalo de confianga do coeficiente linear; tcac,a = valor de t calculado para coef. angular ; tcac, b = valor de t calculado para coef. linear.

Coeficiente angular

Coeficiente linear

Equacéo da curva

Composto o .
a Sa ICa tcalc,a Teste t b Sb ICb tealc, b Teste t analitica corrigida
CAF 63,939 3,7341 63,939+9,6003 16,855 tea>terit 688,02 1967,1 688,02+5057,4  0,34976 tcal < teri y = 63,939x
CIPRO 83,212 2,7139 83,212+6,9775 30,292 tca>terit 775,75 1177,0 775,75+ 1368,1 1,4579 teal < teri y = 83,212x
E2 15,610 0,18169 15,610+ 0,4671 80,412 ftca>teit 177,82 35,623 177,82+ 91,588 4,9917 tcal > terit Yy = 15,610x + 177,82
EE? 14,937 0,45999 14,937 +1,4637 30,298 tca>teit 765,82 19,612 765,82+ 71,787 39,048 tcal > terit Yy = 14,937x + 765,82
DES 30,342 1,0069 30,342+2,5889 29,138 tea>teit 717,28 197,43 717,28+507,601  3,6330  tca >teit Yy =30,342x + 717,28

Fonte: Autora, 2014.
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5.3.3 Figuras de mérito do método de extracao

5.3.3.1 Precisdo e exatidao

A precisdo do método de extracdo, ou precisdo intra-ensaio, foi
avaliada em termos de recuperacao dos analitos de interesse pela estimativa do
coeficiente de variacéo (% CV).

A exatiddo do método foi calculada como percentagem de
recuperagdo da quantidade conhecida do analito adicionado a amostra em trés
niveis de concentracao.

A Tabela 28 apresenta os valores obtidos em solvente puro (agua
Milli-Q) e em matriz ambiental (agua acude).

De acordo com Ribani et al. (2004), em método de analise de tragos
ou impurezas, sdo aceitos CV (%) de até 20%, dependendo da complexidade da
amostra. A analise dos valores de CV (%) do método proposto mostra que nos
trés niveis de concentracdo estudados, composto CIPRO ndo atende essa
exigéncia nos niveis de concentracdo de 5,0 e 80 ug/L em solvente puro. O
composto E2 também apresenta valor superior ao maximo estabelecido no nivel
de concentracao de 5,0 ug/L em matriz ambiental.

De acordo com a norma ABNT-NBR 14029 (2005), os valores limite
de CV (%) variam de acordo com a concentracdo do analito na amostra, onde
nos niveis de concentracao do presente estudo, os limites sao de 35%, 32% e
23% para as concentragoes, 5,0; 80 e 300 pg/L, respectivamente. Nesse caso,
todos os compostos apresentam precisdo satisfatéria nos trés niveis de
concentracao estudados.

Quanto as eficiéncias de recuperacao, os intervalos aceitaveis para
analise de tracos geralmente estédo entre 70 e 120%, com precisédo de até + 20%.
Porém, dependendo da complexidade analitica e da amostra, este valor pode
ser de 50 a 120%, com preciséo de até + 15% (RIBANI et al., 2004).

Mais uma vez o composto CIPRO né&o atendeu ao intervalo aceitavel

de recuperagao na concentracao de 5,0 pg/L em matriz ambiental. O composto
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DES também ndo atendeu ao intervalo aceitavel nas concentracdes de 80 e 300
Mg/L em solvente puro.

De acordo com a norma ABNT-NBR 14029 (2005), os intervalos
aceitaveis de recuperagcdo também variam de acordo com a concentracdo do
analito na amostra, onde nos niveis do presente estudo, os intervalos séo de 40
— 120%, 60 — 115% e 80 — 110% para as concentragdes, 5,0; 80 e 300 pg/L,
respectivamente.

De acordo com esta norma, o valor de recuperacéo da CIPRO em 5,0
Mg/l (46,1%) é aceita. No entanto, o DES n&o atende a essa norma nos niveis
de concentragao de 80 e 300 pg/L nas duas matrizes estudadas.

A Tabela 29 apresenta os percentuais de recuperacao dos compostos

em estudo relatados na literatura.
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Tabela 28 — Figuras de mérito do método de extracdo (n = 3).

Matriz
Composto Conzzjs;t[?gao Solvente Puro Matriz ambiental
Preciséo (%CV) Recuperacéo (%) Preciséao (%CV) Recuperagéao (%)
5 4,40 87,7 3,92 90,3
CAF 80 3,17 84,0 1,37 84,9
300 2,61 75,2 1,24 81,8
5 21,6 50,41 19,6 46,1
CIPRO 80 24,0 94,6 17,3 111
300 1,56 83,8 1,92 83,4
5 16,4 107 25,4 119
E2 80 7,33 104 6,88 110
300 5,72 106 4,05 113
5 10,2 117 5,91 72,0
EE2 80 5,97 67,6 6,93 71,6
300 5,70 70,3 5,42 74,0
5 10,71 123 9,29 108
DES 80 2,91 46,9 6,34 54,9
300 1,41 41,8 2,91 63,7

Fonte: Autora, 2014.



Tabela 29 — Eficiéncia de recuperacao dos compostos em estudos relatados na literatura.
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Concentracao ReCUDEracio
Composto Matriz Tipo de sorvente  de dopagem (F; %) ¢ Quantificacéo Referéncia
(Hg/L)
Polimero
Agua superficial ~_ SSUreno- NIt 83 CG-MS SODRE et al. (2010a).
CAF divinilbenzeno
(StrataX)
< - 1,0 74
Agua Milli-Q C18 (Supelco) 10 102 HPLC-DAD RAIMUNDO (2007).
Discos C18 0,025 95,6 LC-UV TURIEL et al. (2003).
CIPRO  Aguasuperficial i s 06026 3; LC-FD PRAT et al. (2004)
Agua Milli-Q C18 (Agilent) 5,0 84 HPLC-DAD VERB'N(NZETO‘; NUNES
E2 Agua superficial C18 (Agilent) 0,05 96 LC-FD LOPES et al. (2010).
Agua Milli-Q C18 (Supelclean) 0,1 99,5 HPLC-DAD ZARZYCKI et al. (2009).
Agua Milli-Q C18 (Hypersep) 20 99,2 LC-DAD LIZ et al. (2012).
Agua Milli-Q C18 (Agilent) 50 107 HPLC-DAD VERBIN('\;;I;IO(; NUNES
EE2 Agua Milli-Q C18 (Supelclean) 0,1 96,4 HPLC-DAD ZARZYCKI et al. (2009).
Agua Milli-Q C18 (Hypersep) 20 98,8 LC-DAD LIZ et al. (2012).
Agua Milli-Q C18 (Supelclean) 0,1 77,8 HPLC-DAD ZARZYCKI et al. (2009).
DES  Aguasuperficial o\ oo 01 42 LC-MS/MS KUSTER et al. (2009)
Agua Milli-Q 0,1 65 ' '

Fonte: Autora, 2014.
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5.3.4 Controle de qualidade aplicado no estudo dos IEs nas amostras
dos acudes estudados

Os resultados dos percentuais de recuperacao de cada analito e do
padrao surrogate (PS) nas duas matrizes aguosas estudadas sdo mostrados na
Tabela 30.

Tabela 30 — Recuperacao (%) dos analitos e do padrédo surrogate (PS) estudados nas duas
matrizes.

Analitos de interesse PS
CAF CIPRO E2 EE2 DES ESTRONE-
2,4-D>
Mariz 84,9 122,0 128,1 66,9 40,7 88,4
Ambiental 89,2 101,3 130,7 71,8 36,3 96,0
85,8 127,0 111,3 59,3 31,8 79,0
Média 86,6 116,8 123,4 66,0 36,3 87,9
RSD 2,6 11,7 8,6 9,5 12,3 9,4
Solvente 85,8 113,5 129,9 74,0 36,2 92,8
Puro 80,3 125,5 1276 721 33,1 95,0
79,5 101,6 125,77 72,3 30,4 93,4
Média 81,9 113,5 127,7 72,8 33,2 93,8
RSD 4,2 10,5 1,7 1.4 8,8 1,2

Fonte: Autora, 2014.

Para se conhecer o fator de relagéo (Fr) entre o padrao surrogate (PS)
utilizado e os analitos de interesse, foram utilizados os dados apresentados na
Tabela 30 juntamente com a Equacao 13. Os valores de Fr calculados, para
cada matriz utilizada, apresentam-se na Tabela 31.

Tabela 31 — Fr dos analitos de interesse com o padréo surrogate.
Fator de Relacéo (Fr)

Solvente puro Agua de acude
CAF/PS 0,87+0,11 0,99+0,20
CIPRO/PS 1,21+0,29 1,34+0,68
E2/PS 1,36%0,08 1,400,111
EE2/PS 0,78+0,05 0,75+0,01
DES/PS 0,35+0,08 0,41+0,11

Fonte: Autora, 2014.
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A diferenca observada nos valores dos Fr para cada composto deve-
se ao fato de que cada analito apresenta propriedades fisico-quimicas
diferentes, portanto a relacdo entre o analito de interesse e o padréo surrogate
pode variar de acordo com essas propriedades.

Foi também realizado o teste t, com 95% de confianca, para avaliar a
diferenca entre os valores dos Fr calculados entre o solvente puro e a agua do
acude. O teste revelou que ndo ha diferenca estatisticamente significante entre
os dois valores. Assim, podemos considerar que o comportamento do padréao
surrogate foi 0 mesmo nas duas matrizes estudadas.

Os valores de Fr calculados foram posteriormente utilizados na
Equacédo 14, e as concentracdes dos compostos de interesse das amostras dos

acudes foram corrigidas utilizando esse controle de qualidade.

5.4 Andlise das amostras dos acudes que abastecem a RMF

O método desenvolvido foi utilizado nas analises de dez pontos
amostrados dos acudes que participam do abastecimento de agua para a regido
metropolitana de Fortaleza.

Os resultados das andlises dos compostos de interesse sao
apresentados na Tabela 32. Os resultados encontrados foram corrigidos
utilizando o controle de qualidade proposto pelo fator de relacéo (Fr) e o padréo

surrogate adicionado nas amostras.
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Tabela 32 — Dados das concentracfes dos compostos de interesse detectados nas amostras.
Resultados (ng/L)

Amost
mostras E2 E2a EE2 EE22
CPR -01 <LD <LD 393 680
893 710P <LD <LD

GAV-05 549 437¢ <LD <LD
089 839 <LD <LD

GAV-08 929 788¢ <LD <LD
1132 906" <LD <LD

GAV-14 555 444¢ 660° 980°

Fonte: Autora, 2014.
Legenda: 2Concentracgéo corrigida, Equacgéo 14. *Coleta dia 11/09/2013. ¢ Coleta dia 03/12/2013.

Em todos os pontos amostrados dos acudes, os compostos cafeina,
ciprofloxacina e o dietilestilbestrol ndo foram detectados, ou ainda, os mesmos
se encontravam em uma concentracao abaixo do limite de deteccdo do método.
Os hormonios E2 e 0 EE2 também ndo foram detectados nos pontos ACA-09,
PCT-18, CRG-01 e RIA-10. Esses resultados corroboram com os reportados por
Kuster et al. (2009) em analises de aguas superficiais no Brasil (estado do Rio
de Janeiro) para os estrogénios E2, EE2 e DES.

No ponto CPR-01, foi identificado o horménio EE2, numa
concentracdo de 680 ng/L. Neste ponto nao foi detectado o horménio E2.

No acude Gavido, onde foi realizado duas amostragens, com excecao
dos pontos GAV-15 e GAV-16, foram determinados os horménios E2 e o EE2
em diferentes concentragdes. O horménio E2 foi identificado nos pontos GAV-
05, GAV-08 e GAV-14, em concentracbes variando de 437 a 906 ng/L. O
horménio EE2 também foi identificado no ponto GAV-14 numa concentracao de
980 ng/L.

Pessoa (2012) também detectou a presenca de E2 (256 ng/L) em
amostras de aguas superficiais do rio Cocé em Fortaleza-CE. Nos seus estudos
Moreira et al. (2011) também detectaram a presenca do E2 (62,6 ng L-1) em
amostras de aguas superficiais no estado de Minas Gerais. Bicchi et al. (2009)
reportaram a presenca do composto EE2 em corpos receptores proximos a ETEs
(2 km a jusante) na concentracdo maxima de 4381,6 ng/L. Os autores atribuem

a elevada concentragdo do compostos em aguas superficiais a elevada
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estabilidade aos processos de tratamento, além da clivagem dos estrogénios
conjugados para suas formas livres.

A Figura 43 mostra o cromatograma da analise da amostra do ponto
GAV-14 mostrando os picos dos compostos identificados, e a Figura 44
apresenta os espectros dos compostos identificados nos pontos de amostragem
comparados com o espectro do composto em solucao padrao.

Figura 43 — Cromatograma da andlise do ponto GAV-14.
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Fonte: Autora, 2014.
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Figura 44 — Espectro do compostos identificados nos pontos de amotragem.
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Fonte: Autora, 2014.

Os resultados das analises fisico-quimicas realizadas nos pontos
estudados sao mostrados da Tabela 33.

Os resultados obtidos indicam a presenca de contaminagao
antropogénica, uma vez que parametro fosforo total apresentou valores acima
do maximo permitido pela Resolu¢cdo CONAMA (357/2005) em todos os acudes
estudados, sendo as aguas superficiais analisadas provavelmente utilizadas
como corpos receptores de esgoto in natura diretamente ou de seus tributarios
(BRASIL, 2005).
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Tabela 33 — Parametros fisico-quimicos dos pontos amostrados.

Condutividade Turbidez oD Temperatura Cloretos Cor Ferro

Pontos (mS/cm) (UNT)  (mgiy DBO ML) °C) (mg ChyL) Verdadera o ren)

(mg Pt/L)
ACA-09 397 14 9.36 i 27.6 - i i i
PCT-18 i i i i i i i i i
CPR-01 ; ; i i . . i i i
RIA-10 ; ; i i . . i i i
CRG-01 ; ; i i . . i i i

GAV-05
GAV-08
GAV-14
GAV-15

GAV-16

VMPL NE* 100 UNT NE 5 mg/L NE 250mg/L 75mgPtL 0,3mglL 6a9

Fonte: Autora, 2014. )
Legenda: ! Valor maximo permitido segundo Resolugdo CONAMA n°357/2005 - Classe Il Aguas Doces (BRASIL, 2005). 2 Coleta dia 11/09/2013. 2 Coleta dia
03/12/2013. # N&o estabelecido.




Continuacéo da Tabela 33 — Parametros fisico-quimicos dos pontos amostrados.
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Ortofosfato

STD ST Sulfato Nitrogénio total Fosforo total ~ Clorofilaa  E. coli (NMP/100
Pontos (mg P-PO43
(mg/L) (mg/L) (mg SO4%/L) (mg N/L) (mg/L) IL (nug/L) mL)
ACA-09 - - - 0,620 0,214 <0,01 76,36 -
PCT-18 - - - 0,674 0,156 - - -
CPR-01 - - - 0,786 0,159 - - -
RIA-10 - - - 0,683 0,176 - - -
CRG-01 - - - 0,949 0,164 - - -
GAV-05 - - - 0,9542 <0,0132 < 0,012 3,312
412 50° 416,508 15,003 0,9503 0,1613 <0,013 5,783 1,0003
- - - 1,1902 0,0222 < 0,012 5,492 -
GAV-08 - - - 0,3673 0,1693 < 0,013 1,258 -
- - - 0,8052 0,0202 < 0,012 7,832 -
GAV-14 - - - 1,5178 0,1833 < 0,013 2,493 -
- - - 0,7232 0,0292 < 0,012 3,472 -
GAV-15 - - - 1,1433 0,2433 <0,018 0,003 -
- - - 1,7282 <0,0132 < 0,012 3,722 -
GAV-16 - - - 0,7983 0,1073 <0,018 2,763 -
VMP? 500 mg/L NE4 250 mg/L 1,27 mg/L) 0,030 mg/L NE 30 pg/L 1000 NMP/100 mL

Fonte: Autora, 2014.

Legenda: ! Valor maximo permitido segundo Resolucdo CONAMA n°357/2005 - Classe Il Aguas Doces (BRASIL, 2005). 2 Coleta dia 11/09/2013. 2 Coleta dia

03/12/2013. 4 Nao estabelecido.
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6 CONCLUSOES

O desenvolvimento da metodologia analitica para a identificacédo e
quantificacdo dos poluentes organicos emergentes cafeina, ciprofloxacina, 17 8-
estradiol, 17 a-etinilestradiol e dietilestilbestrol dguas superficiais utilizando a
técnica de extracdo em fase solida (SPE) e cromatografia liqguida de alta
eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodos foi realizada com éxito.

As condi¢Bes cromatogréficas estabelecidas para a determinacéo
simultdnea dos compostos estudados consistiu de fase movel formada por
acetonitrila (ACN) e agua acidificada pH 2, no modo gradiente, com fluxo
variando de 1,0 a 2,0 mL/min e temperatura do forno mantida ambiente (28 + 2
°C).

O método de extracdo em fase sélida (SPE) dos analitos foi
aperfeicoada nos parametros, material adsorvente, pH, volume de amostra e
volume de eluicdo, através do planejamento fatorial, conseguindo-se uma faixa
aceitavel de recuperacéo para os analitos estudados.

Melhores eficiéncias de extracdo sdo alcancadas utilizando-se
cartucho com fase solida octadecilsilano (C18), 500 mL de volume de amostra,
pH 3 e volume de elui¢éo igual a 3 mL de MeOH 100%.

O método cromatografico utilizado foi considerado validado, uma vez
gue os resultados de seletividade, linearidade, preciséo, recuperacao e robustez
foram satisfatorios quando comparado com valores estimados na literatura.

O ajuste estatistico das equacdes das curvas de calibracdo revelou
que a andlise da regresséo linear é significativa, com 95 % de confianca, ou seja,
os coeficientes angulares das equacfes das curvas sao diferentes de zero.

O teste de significancia dos parametros de calibracdo das equacdes
das curvas de calibracdo, pelo método da padronizacdo externa, mostrou que 0s
coeficientes lineares das equacbes das curvas dos compostos cafeina e
ciprofloxacina, ndo apresentaram significAncia estatistica, e foram considerados

zero nos calculos das concentra¢des dos analitos.
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A estratégia do controle de qualidade proposta utilizando um padrao
surrogate e o fator de relacao foi apropriado quando aplicada na determinacéo
dos compostos estudados nas amostras dos acudes.

Nas andlises das amostras dos agudes foi detectado a presenca dos
hormoénios 17 B-estradiol e 17 a-etinilestradiol numa faixa de concentracéo entre
437 a 906 ng/L no acude Gavido e no canal Pacoti-Riachdo. Os compostos
cafeina, ciprofloxacina e dietilestilbestrol ndo foram detectados ou encontravam-

se abaixo do limite de deteccdo do método.
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7 RECOMENDACOES

Acrescentar outros tipos de compostos considerados interferentes

endocrinos ao método proposto;

Avaliar a eficiéncia de tratamento da ETA Gavido na remocao dos

compostos considerados interferentes enddécrinos;

Aplicar o método em outros tipos de matrizes ambientais, como

efluente das estacfes de tratamento de esgoto e aguas subterraneas;

Realizar estudos ecotoxicologicos com diferentes bioindicadores,
como as bactérias luminescentes, os cladoceros (p.e. espécies do género
Daphnia), algas e peixes, avaliando os efeitos dos interferentes enddcrinos em

diferentes niveis tréficos.
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ANEXO A

Protocolo de analise para determinacdo de cafeina e compostos
enddcrinos em agua superficiais utilizando SPE e HPLC-DAD.

MATERIAIS
a) Sistema de filtracdo acoplada a bomba de vacuo (Figura 13);
b) Membrana de filtro de fibra de vidro de 0,45 pym,;
c) Acido cloridrico (HCI) P.A;
d) pH metro;
e) Padréo de quantificacdo ou padrao surrogate estrone-2,4-dz;
f) Sistema Manifold conectado a bomba de vacuo (Figura 12);
g) Cartucho comercial com fase estacionaria do tipo octadecilsilano (C-18)
de 500 mg/ 6mL,;
h) Acetonitrila (ACN) grau HPLC;
i) Metanol (MeOH) grau HPLC;
j) Agua ultrapura de sistema Milli-Q;
k) Frascos do tipo eppendorf ou do tipo vial;
l) Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplado a um detector

na regido do ultravioleta e visivel com arranjo de diodos;

m) Coluna de fase reversa octadecilsiiano (C-18), de 250 mm de

comprimento, 4,6 mm de diametro interno e 5 um de tamanho de particula.

SEQUENCIA DE EXECUCAO DO METODO

Preparo da amostra
Filtrar 500 mL da amostra através de membrana de filtro de fibra de
vidro de 0,45 pm;
Acidificar a amostra filtrada com HCI utilizando pH metro até pH 3;
Dopar a amostra filtrada e acidificada com 5,0 mg/L do padrdo

surrogate estrone-2,4-d-.



168

2. Extracdo em fase solida — SPE

Condicionar o cartucho de extracdo C-18 na seguinte ordem: percolar
5,0 mL de ACN 100%, seguido de 5,0 mL de MeOH 100% e 5,0 mL de
agua ultrapura. O condicionamento pode ser realizado utilizando uma
seringa descartavel comum ou por gravidade;

Apés o condicionamento, secar o cartucho a vacuo utilizando o
sistema Manifold por aproximadamente 30 segundos;

Realizar a percolacdo dos 500 mL da amostra pelo cartucho C-18
utilizando o sistema Manifold com vazao constante de 2 mL/min;

Apoés percolacdo da amostra, secar o cartucho C-18 sob vacuo
durante 5 minutos;

Finalmente, realizar a eluicdo utilizando 1,0 mL de MeOH 100%,
seguido de mais 1,0 mL de MeOH 100%. A eluicdo deve ser realizada por
gravidade;

O extrato pode ser coletado em tubos do tipo eppendorf ou frascos do

tipo vial.

3. Analise em HPLC - DAD

A fase movel deve ser constituida de acetonitrila grau HPLC e agua
ultrapura acidificada em pH 2;

O programa de gradiente de eluicdo € apresentado na Tabela 16 e
consiste em: aumento de 10 até 50% de ACN em 10 minutos. Em seguida,
durante 7 minutos, essa propor¢cdo aumenta para 100% de ACN,
retornando a 10% de ACN em 8 minutos, totalizando 25 minutos de
corrida cromatogréfica;

O fluxo inicial € de 1,0 mL/min e apos 10 minutos de corrida o fluxo é
aumentado para 2,0 mL/min, a temperatura do forno € mantida a
temperatura ambiente (28 * 2 °C);

Utilizar 20 uL como volume de injecao para todas as analises;

Injetar, pelo menos, 3 vezes MeOH grau HPLC antes de injetar as

amostras (branco);
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Finalmente, injetar o extrato da amostra, também em triplicata.



