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RESUMO

Estrégenos naturais e sintéticos sdo naturalmente excretados por seres humanos e alguns
vertebrados. Estes contaminantes emergentes classificados como desreguladores
enddcrinos (DEs) presentes, mesmo em pequenas quantidades, na dgua e no sedimento
sdo capazes de afetar o sistema enddcrino e as fases de crescimento e reproducdo de
organismos aqudticos e humanos. Nesse contexto, este trabalho teve como objetivos
efetuar uma caracterizacdo fisico-quimica e microbioldgica da dgua do acude Santo
Anastacio, localizado no Ceara, Brazil, além de desenvolver e validar um método
analitico empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjos
de diodos (HPLC-DAD) para determinacdo da cafeina e dos hormdnios estrona, 17f3-
estradiol, estriol (naturais) e 17a-etinilestradiol (sintético) na dgua e no sedimento do
acude mencionado. Os parametros fisico-quimicos avaliados foram fésforo, clorofila A,
feofitina, nitrogénio, cloreto, sulfeto, dureza, cdlcio, magnésio, pH, alcalinidade, turbidez
e soOlidos totais e dissolvidos. A caracterizacdo microbioldgica avaliou a presenga de
coliformes totais e termotolerantes. Para a determinacdo dos DEs por HPLC-DAD
utilizou-se as técnicas de extracdo em fase solida (SPE) para a amostra de agua e
QuEChERS para a amostra de sedimento. Os resultados das andlises fisico-quimicas
indicaram valores acima do permitido pelo CONAMA 357/05, para classe 2, apenas para
fosforo e sulfeto. A caracterizagdo microbioldgica indicou a presenca de coliformes muito
acima dos valores estipulados pelo CONAMA. Na determinacdo dos DEs foram
detectados as concentracdes de 0,54 a 0,93 ug L' de cafeina na dgua, e, 0,76 a 4,94 mg
kg! do 17p estradiol e estriol no sedimento. Diante disso, a 4gua do acude encontra-se
inadequada para consumo direto e recreagdo dentro da legislagdo vigente. O método
analitico validado mostrou-se eficiente para determinacdo dos analitos podendo ser
utilizado para andlises de rotina uma vez que nao existe legislacdo para a cafeina e os

DE:s.

Palavras-chave: Desreguladores Enddcrinos. Acude Santo Anastacio. SPE. QUEChERS.
HPLC — DAD.



ABSTRACT

Natural and synthetic estrogens are naturally excreted by humans and some vertebrates.
These emerging contaminants classified as endocrine disruptors (EDs) present, even in
small quantities, in water and sediment are able to affect the endocrine system and the
stages of growth and reproduction of aquatic organisms and humans. In this context, this
study aimed to perform a physical-chemical and microbiological characterization of
reservoir water from Santo Anastdcio, located in Ceard, Brazil, and the develop and
validate an analytical method using High-performance liquid chromatography with
detector diode array (HPLC-DAD) for the determination of caffeine (CAF) and estrone
hormones, 17B-estradiol, estriol (natural) and 17a-ethinylestradiol (synthetic) for water
and sediment phase of reservoir water studied. The physicochemical parameters
evaluated were phosphorus, chlorophyll A, pheophytin, nitrogen, chloride, sulfide,
hardness, calcium, magnesium, pH, alkalinity, turbidity and total and dissolved solids.
Microbiological characterization evaluated the presence of total and fecal coliforms. For
the determination of EDs by HPLC-DAD was used to extract solid phase techniques
(SPE) for water sample and QuEChERS for the sediment sample. The results of
physicochemical analyzes indicated above the allowed values by CONAMA 357/05 for
class 2, only to phosphorus and sulfide. Microbiological characterization indicated the
presence of coliforms far above the values stipulated by CONAMA. In determining the
DEs concentrations from 0.54 to 0.93 pg L'! were detected caffeine in water, and 0.76 to
4.94 mg kg! 17 estradiol and estriol in the sediment. Therefore, the water reservoir is
unsuitable for direct consumption and recreation within the law. The validated analytical
method was efficient for the determination of analytes can be used for routine analysis

since there is no legislation to caffeine and EDs.

Keywords: Endocrine Disruptors. Weir Santo Anastacio. SPE. QuEChERS. HPLC -
DAD.
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1. INTRODUCAO

O crescimento populacional e o avanco da ciéncia inseriram no mercado
uma variedade de compostos ou substancias quimicas com os mais variados usos,
tais como medicamentos de vdrias classes, produtos de higiene pessoal e defensivos
agricolas, entre outros, 0s quais tem se tornado uma preocupacdo, mediante as
condi¢des de saneamento em que a maioria dos paises se encontra. Quando dispostos
no meio ambiente, mesmo em baixas concentracdes, na faixa de pg e ng, possuem
potencial para causar danos ambientais tanto para o ser humano e seus descendentes,
como para a fauna aquética.

Debates politicos e o interesse cientifico tem crescido nas tultimas duas
décadas, sobre os potenciais efeitos adverso causados pela exposi¢do a um grupo de
produtos quimicos que sdo capazes de alterar o funcionamento normal do sistema
enddcrino da fauna silvestre e, potencialmente, dos seres humanos (WHO, 2002).
Esse assunto emergiu devido ao aumento na deteccdo de anomalias, problemas de
infertilidade e aumento na taxa de cancer nos 6rgaos reprodutores (CRAIN et al.,
2008; EERTMANS et al., 2003).

Embora ja existissem, desde o inicio do século XX, hipdteses prevendo
alteragdes no funcionamento do sistema enddcrino de algumas espécies animais
expostas a determinadas substancias quimicas téxicas, apenas recentemente esta
importante questdo tem recebido atengcdo por parte da comunidade cientifica,
principalmente devido ao nimero crescente de publicacdes que relatam o aumento
da incidéncia de disfun¢des no sistema enddcrino de seres humanos (incluindo a
infertilidade masculina) e, mais significativamente, efeitos fisiologicos adversos
observados em espécies animais para as quais a relacio causa/efeito é mais evidente
(BILLA, 2007).

A Organizacao Mundial de Sadde (2002) através do Programa Internacional
de Seguranca Quimica definiu esse grupo de compostos quimicos como Disruptores
Enddcrinos (DE), sendo a defini¢do:

“Um disruptor endocrino em potencial é uma substancia ou mistura
exogena que possui propriedades que podem gerar uma desordem no sistema
endocrino de um organismo sadio, ou seus descendentes, ou (sub) populagoes.

Neste trabalho, o termo desregulador enddcrino (DE) serd utilizado como

sindbnimo de perturbadores enddcrinos, disruptores enddcrinos, interferentes
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enddcrinos, que na literatura internacional corresponde aos endocrine disrupting
chemicals ou endocrine disrupting compounds (EDC).

Os principais DEs podem ser classificados com substincias naturais ou
sintéticas, dentre os quais podem ser citados: herbicidas como atrazina; subprodutos
da degradacdo de alquilfendis polietoxilados como 4-nonilfenol (NP);
hidrocarbonetos  poliarométicos = (HPA);  aditivos  plastificantes  como
dietilhexilftalato (DEHP); compostos industriais como bisfenol A (BPA); metais
pesados como cddmio, mercirio e chumbo; hormonios sintéticos como
dietilestilbestrol (DES) e 17a-etinilestradiol (EE2); fitoestrogénios como genisteina
e metaresinol e os hormodnios naturais estrona (E1), 17p-estradiol (E2) e estriol (E3)
(BILA e DEZOTTI, 2007; PESSOA 2012).

Os principais compostos que apresentam elevada atividade estrogénica sao
os hormdnios naturais E1, E2 e E3, e o hormdnio sintético EE2, principal substancia
ativa do contraceptivo oral (PESSOA 2012).

Devido a sua incompleta remocdo nos processos convencionais de
tratamento, e ao langcamento indevido de esgotos in natura, esses compostos chegam
a rede de abastecimento publica. Com o aumento populacional e das taxas de
urbanizacdo verificadas nas cidades, espera-se um aumento dos volumes de esgoto
gerados e da quantidade de estrogé€nios lancados continuamente em corpos
receptores, muitos dos quais possuem baixa capacidade de diluicio (WATKINSON
et al., 2007).

A maioria dos DEs possui caracteristicas lipofilicas e, frequentemente,
apresentam baixa biodegradabilidade no ambiente, apresentando um grande
potencial para bioacumulacdo e persisténcia no ambiente (LINTELMANN et al.,
2003; de MES et al., 2005; CARBALLA et al., 2007).

Um dos principais desafios no monitoramento dos DEs em matrizes
ambientais é a dificuldade em encontrar métodos analiticos confidveis,
principalmente devido as baixas concentracdes em que se encontram no meio
ambiente. Atualmente, entre os métodos de andlise mais utilizados, a cromatografia
gasosa e a liquida de alta efici€éncia, em conjunto com a espectrometria de massa, t€m
sido as técnicas mais utilizadas na separacdo, identificacio e quantificagdo dos DE:s.
No entanto, trata-se de equipamentos que apresentam custo elevado e requerem mao
de obra qualificada, dificultando assim, o acesso a estes equipamentos, por muitas

instituicdes de pesquisa. Desta forma, a disponibilizacdo de métodos analiticos
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confidveis, utilizando equipamentos de menor custo e maior facilidade na operagao,
atua como um estimulo a pesquisa dos DEs, ampliando o campo de atuacdo de
diversas institui¢oes e contribuindo para o desenvolvimento cientifico na regido, pois
embora ndo contemplados na legislagdo, os DEs apresentam caracteristicas nocivas
ao meio ambiente e requerem atencao por parte da sociedade e comunidade cientifica
(MACHADO, 2010).

Segundo a Pesquisa Nacional de Saneamento Bésico realizada em 2008
(IBGE, 2010) 74,4% dos municipios brasileiros utilizam rios como corpos
receptores, evidenciando assim a importancia da anélise do impacto dos efluentes
nesses corpos d’agua. A poluicdo de 4gua doce consiste numa diminui¢do da
disponibilidade da quantidade de &4gua para o abastecimento publico, fato
extremamente critico no nordeste do Brasil, que j4 sofre de escassez. Com o intuito
de suprir estas necessidades, os rios sao usados como fonte de abastecimento de dgua
e, geralmente, existe a necessidade de regular o fluxo em periodos de seca. Com esse
proposito, muitos rios sdo barrados para criar acumuladores de dgua ou reservatorios,
que sdo os acudes ou reservatorios que sdo definidos como um conjunto constituidos
por barragem ou barramento de um curso d'dgua e o respectivo reservatorio ou lago
formado (OLIVEIRA 2013). Uma das caracteristicas das lagoas e dos agcudes € a sua
utilizacdo como fonte de recreacao pela comunidade, além de seu uso como produtor
de alimento, e de 4gua para saciar a sede e cozinhar. A Lei n° 9.433, de 08.01.1997,
instituiu a Politica Nacional de Recursos Hidricos e criou o Sistema Nacional de
Gerenciamento de Recursos Hidricos e no seu Art. 1° determina que o uso prioritario
da 4gua € para abastecimento humano, em caso de escassez, ou falta de dgua
(BRASIL, 1997).

Dentro dessa definicdo estd o acude Santo Anasticio (ASA) objeto do
presente estudo, localizado no Campus do Pici (UFC), Fortaleza-CE.

Portanto, diante dessa contextualizacdo e tendo em vista a crescente
preocupacao ambiental dedicada aos desreguladores enddcrinos, este trabalho tem
por objetivo verificar a ocorréncia do estimulante cafeina (CAF), que pode ser usado
como um indicativo de contaminacdo por atividade humana, dos hormonios
estrégenos naturais Estrona (E1), 17B-estradiol (E2), Estriol (E3) e o hormonio
sintético 17a-etinilestradiol (EE2) em dguas superficiais, utilizando a técnica de

extracao em fase sélida (SPE), e extracdo sélido-liquido QuUEChERS para sedimentos
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do acude Santo Anastdcio com detec¢do por cromatografia liquida de alta eficiéncia

com detector de arranjo de diodo (HPLC-DAD).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Desreguladores Endécrinos (DEs)

Muitas defini¢des tém sido propostas para os desreguladores enddcrinos
(DEs). Entretanto, em todas elas existe um ponto em comum: trata-se de uma
substancia quimica que pode interferir no funcionamento natural do sistema
enddcrino de espécies animais, incluindo os seres humanos. Alguns pesquisadores
definem um desregulador enddécrino com base nos seus efeitos, ou seja, trata-se de
uma substancia quimica que, mesmo presente em concentracao extremamente baixa,
€ capaz de interferir no funcionamento natural do sistema enddcrino causando cancer,
prejudicando os sistemas reprodutivos (por ex., reduzindo a produgdo de
espermatozoides) e causando outros efeitos adversos. Por isso, tais substancias sdao
mundialmente denominadas “endocrine disruptors” (EDs) ou ainda “endocrine
disrupting compounds or chemicals” (EDCs) (GHISELLI; JARDIM 2007).

Os interferentes enddcrinos como outras classes de poluentes ambientais
presentam uma variedade de fontes (BAIRD; CANN 2002; GHISELLI; JARDIM
2007), tais podem ser classificadas como pontuais, descargas diretas para o corpo
hidrico, apresentam um ponto de entrada no meio ambiente bem caracterizado,
geralmente através dos cursos d’agua. Como exemplo, pode-se citar as descargas de
efluentes industriais e esgotos domésticos, derramamentos acidentais, atividades de
mineragdo, enchentes, dentre outras (GHISELLI; JARDIM 2007). Por outro lado,
existem as fontes ndo pontuais, definidas como fontes que ndo apresentam um ponto
de entrada no meio ambiente bem caracterizado. Bons exemplos destas fontes sdo as
deposi¢des atmosféricas e os escoamentos superficiais, sobretudo provenientes das
praticas agricolas. As fontes nao pontuais sdo mais dificeis de serem controladas uma
vez que o ponto de entrada dos poluentes ndo € identificado (BIRKETT e LESTER,
2003; GHISELLI e JARDIM, 2007).
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Estas substancias podem ser divididas em duas classes:

e Substincias naturais: estrogénios presentes em nosso organismo, 1703-
estradiol (E2), estrona (E1) e estriol (E3) e os fitoestrogénios, como a genisteina e
metarenisol.

e Substincias sintéticas: como pesticidas, herbicidas, fungicidas e
moluscicidas; utilizadas nas indudstrias e seus subprodutos, como dioxinas, PCB,
alquilfen6is e seus subprodutos, ftalatos, bisfenol A, entre outros; compostos
farmaceéuticos, como o antibidtico ciprofloxacina (CIPRO), estrogénios sintéticos
dietilestilbestrol (DES) e 17a-etinilestradiol (EE2) (BILA e DEZOTTI, 2007).

Dentre esses contaminantes, os hormonios estrégenos naturais e sintéticos
tém merecido a aten¢do da comunidade cientifica, uma vez que sdo excretados
naturalmente por todas as fémeas de mamiferos, incluindo os humanos e ingeridos
em formulacdes de farmacos. A expansdo populacional faz com que haja uma alta e
constante introducdo destas substancias no ambiente (BIRKETT e LESTER, 2003;
GHISELLI e JARDIM, 2007).

Cabe salientar que sua persisténcia no ambiente e capacidade de causar
possiveis efeitos adversos estd relacionada ao fato de serem continuamente
introduzidos, como resultado de processos industriais, descarte de produtos

comerciais ou através da sua excre¢do na forma conjugada, livre ou metabolizada

(TADEO, 2012; DIRTU et al., 2012).

2.2 Hormonios Estrogenos naturais e sintéticos

Os hormonios esteroides sdo produzidos a partir do colesterol e podem ser
classificados em trés grupos: hormonios sexuais femininos (estrogenos), hormonios
sexuais masculinos (andrégenos) e hormdnios da gravidez (progestrogenos) (REIS
FILHO et al., 2006).

Os hormonios sexuais femininos ou estrogenos sao definidos como uma
familia de hormonios responsaveis pelo desenvolvimento das caracteristicas
secunddrias femininas e funcoes de reproducao. Assim como todos os esteroides, os

estrgenos possuem o mesmo niicleo de anéis semelhantes ao colesterol (AZCOITIA
et al.,, 2011. BEZERRA 2014).
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A Figura 1 ilustra a estrutura, que consiste em trés anéis hexagonais (A, B e
C) e um pentagonal (D). Estrégenos esteroides sdo caracterizados pela presenca de

uma hidroxila na posi¢do 3 do anel A.

Figura 1: Estrutura bésica dos hormonios esteroides.

Fonte: Adaptado de Bezerra (2014).

Nos estrogenos naturais, sdo adicionados grupos hidroxila e carbonila no
anel pentagonal (D) nas posi¢des 17 e 16, enquanto grupos etinil sdo encontrados na
estrutura do estrogeno sintético (posi¢ao 17 do anel pentagonal), 17-a-etinilestradiol,

um dos principais componentes dos medicamentos contraceptivos (Figura 2).

Figura 2: Estrutura quimica dos estrégenos naturais e sintético.

Estriol (E3) 17 d-Etinilestradiol (EE2)

Fonte: Adaptado de Bezerra (2014).
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Os estrégenos naturais fazem parte de um grupo de hormoénios esteroides
lipofilicos produzidos principalmente nos ovérios € nos testiculos em humanos e
outros vertebrados, origindrios do colesterol ou acetil coenzima-A (TAPIERO et al.,
2002; TAIEB e LACHGAR-KELTOUM, 2011). O 17 B-estradiol é estrégeno mais
abundante e potente, de ocorréncia natural nos seres humanos, estimula o
desenvolvimento do endométrio e influencia a libido, seguido pelos hormdnios
estrona e estriol (principal produto de degradagdo do hormoénio 17 B-estradiol)
(PESSOA2012). Segundo Nakamura e colaboradores (2002), o 17 B-estradiol é doze
vezes mais ativo que a estrona e oitenta vezes mais que o estriol.

Estes hormonios sdo metabolizados por glucuronidacio ou sulfatacdo, e os
conjugados, soldveis em dgua, sdo excretados diariamente por mamiferos do sexo
feminino e em menor quantidade pelos do sexo masculino pela urina, na forma
conjugada, biologicamente inativa e, em menor propor¢do nas fezes, na forma livre.
Os hormonios conjugados sdo inativos, pois perdem completamente a capacidade de
ligacdo ao receptor estrogénico (LUCCI et al., 2011), entretanto podem ser
subsequentemente transformados em seus correspondentes esteroides livres,
biologicamente ativos (LaFLEUR e SCHUG, 2011; TADEO et al., 2012). A Tabela

1 apresenta dados de excrecdo de estrégenos por humanos.

Tabela 1: Excregado didria dos estrogenos por humanos (mg/dia/individuo)

Hormonio Mulheres em idade reprodutiva Mulheres durante a gravidez
Estrona 5,0 -31 600-940

17 B Estradiol 3,0-19 170-330
Estriol 4,0-33 4500-6500

Fonte: Combalbert e Hernandez - Raquet. (2010).

Os estrogenos sintéticos, encontrados em produtos farmacéuticos, sao
hormonios que tiveram suas estruturas moleculares alteradas. Estes compostos t€m a
tendéncia de serem mais potentes do que os estrogenos naturais e consequentemente,
mais ativos (RAIMUNDO, 2007). Os derivados sintéticos dos estrégenos sao
bastante empregados como contraceptivos e também administrados no controle dos
sintomas da menopausa, distirbios fisioldgicos, e no tratamento do cancer de préstata

e mama (SUN et al., 2010). Para fins terapéuticos, a ingestao didria recomendada do
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hormonio sintético 17 a-etinilestradiol (EE2) situa-se entre 20 - 60 pg para
contracepcdo e cerca de 10 ug para controle dos distirbios da menopausa.
Considerando-se que cerca de 30-90% da ingestdo seja excretado na urina e fezes, o
montante total excretado de estrégenos no meio ambiente por humanos, tem sido
estimado em aproximadamente 4,4 kg/ano/milhdo de habitantes (COMBALBERT e
HERNANDEZ - RAQUET, 2010).

Devido a liberagdo natural e continua de estrégenos por humanos para o
sistema de esgoto e a sua eliminacdo incompleta pelos sistemas de tratamento, os
horménios entram no ambiente aquatico na faixa de ng L-1 (GONZALEZ et al.,
2012). Esses compostos também podem atingir as dguas superficiais através do
escoamento superficial tendo como fonte o esterco animal proveniente da criacdao
extensiva de mamiferos ou, em menor escala, de animais selvagens (WENZEL,
2003; TADEO et al., 2012).

Por esse motivo, os efluentes domésticos, tratados ou in natura, representam
a principal fonte para entrada desses contaminantes no ambiente (MARFIL-VEGA
et al, 2010). Em estagdes de tratamento de esgoto (ETE) pode ocorrer ainda o
processo de quebra da conjugacdo pelo contato com a elevada populagdo de
Escherichia coli produtora das enzimas glucuronidase e arilsulfatase (D"ASCENZO
et al., 2003).

Sob condi¢cdes ambientais, os estrogenos conjugados sdo rapidamente
hidrolisados, levando aos hormonios livres € aos seus metabodlitos. No ambiente
aquético, E2 € biodegradado a E1, que degrada a E3 (LaFLEUR e SCHUG et al.,
2011). Além disso, como alguns hormonios estdo naturalmente em equilibrio entre
si, tais como o 17 B-estradiol (forma reduzida) e a estrona (forma oxidada), durante
os processos de tratamento e no ambiente aquatico, pode haver a conversdo de um
estrégeno em outro, em funcdo das condi¢des oxidantes/redutoras do meio (LOPES

et al., 2010).

2.2.1 Propriedades fisico-quimicas

A distribuic@o dos contaminantes no ambiente aquatico pode ser explicada
por suas propriedades fisico-quimicas e pelas condi¢des ambientais do meio em que
estdo inseridos (AZZOUZ et al.,, 2012). Os hormonios naturais e sintéticos

apresentam natureza lipofilica que, sob condicdes especificas de temperatura, pH,
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salinidade, existéncia de substancias himicas ou material particulado, sofrem
influéncia significativa na sua solubilidade e destino, facilitando ou dificultando sua
degradacdo no meio natural (GABET et al., 2007). Apesar de possuirem meia vida
relativamente curta (2 — 6 dias) (REIS FILHO et al., 2006) quando comparado a
outros micropoluentes, os estrogenos sdo continuamente introduzidos no ambiente.
Uma vez no compartimento aqudtico, esses compostos organicos podem sofrer
adveccao (transporte através da corrente), biotransformacao, oxida¢do ou reducao,
adsor¢do nos sedimentos e resuspensdo quando incorporadas ao material particulado.
A Tabela 2 apresenta as propriedades fisico-quimicas dos estrogenos naturais e

sintéticos inseridos nesse trabalho.

Tabela 2: Propriedades fisico-quimicas dos estrogenos de interesse.

Férmula MM @sat 25°C

Composto Molécula  (g/mol) (mg/L) Log Kow Pka Estrutura Molecular Uso
CH,
o )
Estrona (E1) Ci1sH2202 270,4 0,8—124 3,43 10,3 J/ 4 /? Estrogénio
I N Y
]\ H ]‘/ L natural
- ‘-T.‘Q-\.L-_,-' —
17 estradiol (E2) CisH2402 2724 3,9-13.3 4,01 10,4-10,7 Estrogénio
natural
CH :!
‘__,-’ N:' :H"\-\.\_\T,.\\-
| H
Estriol (E3) Ci8H2403 288.,4 441,0 2,45 10,4 T’ﬁh/:_‘j' 2 Estrogénio
| H
e ¥ natural
cH T_.r-'"&f"';:
: e-l:H?_..»
17a-etinilestradiol C20H2402 296.,4 11,0 3,67 10,5 -f.ﬁ;"‘T 'E“L'; Estrogénio
-~ 1 . 2
(EE2) L sintético

Fonte: Raimundo (2011); Raimundo e Jardim (2011); Vidal (2015); Aradjo (2014)

Um fator de maior importancia na reducdo dos estrégenos na fase aquosa é
a mobilidade desses contaminantes organicos para o sedimento, dependendo esse

fator dos seus coeficientes de adsorcao (Kd), coeficiente de adsorcdo normalizado
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em relacdo a matéria organica (Koc) e coeficiente de particdo octanol-dgua (Kow),
teor de matéria organica, salinidade e do pH do meio principalmente para os
compostos facilmente ionizdveis. Devido a baixa solubilidade em &4gua, a baixa
volatilidade, a natureza hidrofébica, aos altos coeficientes de particdo octanol/dgua
(Kow) e de parti¢do matéria organica/dgua intersticial (Koc) desses contaminantes
emergentes, a matriz sedimento pode agir como reservatorio desses micropoluentes
podendo afetar negativamente organismos aqudticos (GRUND et al.,, 2010;
SCHAFER et al., 2011).

No entanto, como os estrogenos sdo excretados principalmente nas formas
associadas a 4cido glucurdnico ou sulfato, sdo mais hidrofilicos e menos ativos
biologicamente que os estrégenos livres e, portanto, podem permanecer por mais
tempo em ambientes aquaticos o que pode favorecer sua dispersio ambiental
(BIRKETT e LESTER, 2003).

Os valores dos coeficientes (Kow, Koc e Kd), utilizados em estudos de
destino ambiental para contaminantes, para maior praticidade sdo comumente
expressas como o log destes coeficientes (log Kow, log Koc e log Kd). Desta
maneira, valores elevados sdo considerados indicadores de que uma substincia pode
ter tendéncia a sor¢cdo, enquanto que baixos valores indicam mobilidade ambiental
uma vez que ndo € sorvido pela matéria organica do sedimento e por isso, existe alta
probabilidade de ser encontrado na fase aquosa. Em geral, pode-se dizer que os
estrogenos se apresentam moderadamente sorvidos as particulas sedimentares devido
a seus valores de log Kd (2,1 - 2,9), log Koc (2,9 — 4,0) e log Kow (> 3,0) (PAL et
al., 2010). Além disso, o pKa dos estrogenos também contribui para adsor¢ido nos
sedimentos. Como os valores de pKa sdo maiores que 10,0 e normalmente o pH dos
sedimentos € menor do que 7,0, principalmente em locais com alto teor de matéria
organica na dgua, como as regides de clima tropical, os grupamentos fendlicos estao
na forma 4cida consequentemente menos soliveis em dgua e mais facilmente
adsorvidos as particulas do sedimento. Em 4guas salinas, o coeficiente de particao
sedimento/dgua para os estrogenos € maior, resultando na diminui¢do da sua

solubilidade em 4dgua (PAL et al., 2010).
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2.3 Cafeina

Identificado como 1,3,7-trimetilxantina, cafeina € um alcaloide, pertence ao
grupo de compostos quimicos chamados metil-xantinas, presentes em cerca de 60
espécies de plantas no mundo. Este alcaloide € encontrado em grande quantidade nas
sementes de café (Coffee sp.) e nas folhas de chd verde (Camilla sinensis). Pode ser
achado em outros produtos vegetais, particularmente no cacau (Theobroma cocoa),
no guarand (Paullinia cupana) e na erva-mate (Ilex paraguayensis).

A cafeina € um composto basico com valores de pKa = 10,1 e apresenta alta
solubilidade em &gua, log KOW < 0,01 (Tabela 3). A cafeina dificilmente se

bioacumula, pois apresenta baixa afinidade com tecidos gordurosos.

Tabela 3: Propriedades fisico-quimicas do composto Cafeina.

Composto Formula MM (g mol ) pKa Log Kow LogKoc ¢ 25°C(mglL?) Uso
Molecular
Cafeina
(CAF) CsH10N4O2 194,2 10,1 <0,01 <0,01 21700 Estimulante

Fonte: Raimundo (2011); Aradgjo 2014

Uma parcela da populagdo consume a cafeina na forma de farmacos, como
por exemplo antigripais e analgésicos sendo grande parte deste alcaloide 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).

Segundo Maria e Moreira (2002) a substancia cafeina € um dos alcaloides
mais ingeridos no planeta. Com agdo farmacoldgica variada provocando, dentre
outros efeitos, alteracdes no sistema nervoso central, sistema cardiovascular e
homeostase de célcio. As xantinas sdo substincias capazes de estimular o sistema
nervoso, produzindo um estado de alerta de curta duragdo (GARDINALI e ZHAO,
2002).

A presenca deste composto no ambiente, é sobretudo de origem antrépica.

Estudos t€ém mostrado que certa porcentagem de cafeina, entre 3 e 10 %, ndo €
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absorvida pelo organismo e é excretada na urina. Em ETE a cafeina é lentamente
metabolizada pela bactéria Pseudomonas putida. Os produtos de degradacdo da
cafeina incluem outros derivados das xantinas (GARDINALI e ZHAO, 2002).

Em paises onde hé tratamento de esgotos adequado, a cafeina tem sido usada
como indicador de contaminagdo por esgoto doméstico em situagcdes 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 solivel em dgua
(RAIMUNDO, 2011). E em alguns casos foi associada com elevadas concentracdes
de nitratos no meio aquético (CHEN et al.,2002), em outros, a presenca de coliformes
totais, comumente usados como tragador de contaminacdo fecal (PIOCOS e CRUZ,
2000).

Segundo estudos de Raimundo (2007), os niveis de concentracdo
encontrados para a cafeina nas 4guas superficiais da Regido Metropolitana de
Campinas- SP, na faixa de 0,2 a 127,1 pug L, sdo compativeis aos teores
determinados em amostras de esgoto na Alemanha, com valores médios de 54,7 ug

L' (WEIGEL et al., 2004).

2.4 Métodos analiticos utilizados na determinacio dos estrogénios e da cafeina

Existem atualmente uma grande variedade de procedimentos analiticos que
vem sendo empregadas na andlise de amostras ambientais como 4gua, solo,
sedimento e ar. Entre as técnicas utilizadas para a determinacdo de compostos em
nivel de tragos, na ordem de ng L' até ng L'!, a grande maioria emprega técnicas
cromatograficas para a separacdo de analitos de interesse, sendo utilizados
equipamentos que apresentam elevada seletividade e baixo limite de detec¢do
(PESSOA, 2012; ARAUJO 2014).

Devido a presenca de uma infinidade de compostos que podem interferir na
andlise, as amostras ambientais sdo consideradas matrizes complexas. Além disso, a
auséncia de uma metodologia padronizada para o desenvolvimento do procedimento
analitico, podendo este ser selecionado de acordo com a infraestrutura do laboratério
(PESSOA, 2012).

Para a determinagdo de farmacos e estrogé€nios, diferentes métodos
analiticos sdo reportados na literatura, os quais sdo principalmente validos para
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matrizes bioldgicas como sangue, tecido e urina, sendo que algumas modificagdes
nestes métodos podem ser suficientes para amostras ambientais. No entanto, segundo
Bilae Dezotto (2003) a anélise de farmacos residuais em matrizes ambientais requer
ainda o desenvolvimento de métodos mais sensiveis para a deteccdo de
concentracdes na faixa de pg L' e ng L.

Alguns fatores devem ser levados em consideracdo ao selecionar o método
de andlise, como: disponibilidade, adaptabilidade e capacidade total da técnica
instrumental escolhida para a quantificacdo, tempo de anélise e custos envolvidos,
seletividade, detectabilidade, precisdo, repetibilidade e reprodutibilidade, robustez,
faixa de aplicacdo, dentre outros (GHISELLI, 2006).

As técnicas mais comumente reportadas para andlise de hormonios sexuais
sdo: Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massa (CG/EM) (MOL et al.,
2000; BRAUN et al., 2003; GHISELLI, 2006), Cromatografia Gasosa com
Espectrometria de Massa no modo tandem (CG/EM/EM) e Cromatografia Liquida
acoplada a espectrometria de massa (CL/EM) (RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2004;
MOREIRA, 2008).

Atualmente, a técnica de cromatografia gasosa (CG) vem sendo menos
utilizada do que cromatografia liquida (CL) em andlise de estrogénios devido a
dificuldade na etapa de preparacdio da amostra incluindo a necessidade de
derivatizacdo, (TOMSIKOVA et al., 2012).

Diagramas de polaridade-volatilidade podem esquematizar de forma
didatica qual a técnica de separacdo a ser utilizada, dividindo os poluentes organicos
de acordo com suas propriedades fisico-quimicas de volatilidade e polaridade. A
Figura 6 pode ser interpretada da seguinte forma: poluentes volateis e semivolateis,
ndo polares/lipofilicos sdo frequentemente separados por cromatografia gasosa

(SILVA e COLLINS, 2011).
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Figura 3: Faixa de aplicacdo da HPLC e GC.
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Fonte: Silva e Collins (2011).

Os métodos baseados na HPLC sdo adequados para uma variedade de
compostos organicos que apresentam polaridade mais alta e volatilidade mais baixa
ou ainda elevada instabilidade térmica (SILVA e COLLINS, 2011).

No trabalho de Sodré e colaboradores (2007) com amostras de dgua
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 s6lida dos analitos e a
HPLC com detectores por arranjo de diodos (DAD, diode array detection) e
fluorescéncia, revelou a presenca de paracetamol, cafeina, dcido acetilsalicilico, di-
n- butilftalato, bisfenol A, 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol nas faixas de

concentragio entre 0,005 até 41,7 ug L.

2.5 Método de extracao e pré-concentracao dos analitos

A andlise de tracos de compostos organicos em dgua e sedimento pode ser
considerada como um desafio. Segundo Aratjo (2006) determinac¢do de hormonios
estrégenos no ambiente constitui em tarefa dificil, primeira, devido a complexidade
das matrizes ambientais, e segundo, por causa de sua baixa concentracdo (ordem de

ng L.
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Na maioria das andlises que envolve amostras “reais”, ¢ necessario o
enriquecimento substancial do analitos para isolar os compostos alvos da matriz e
para concluir os limites de detec¢do e quantificacdo requeridos. Dentre as vdrias
etapas envolvidas na andlise de amostras complexas, algumas mais comuns sao:
extragdo, clean-up (eliminacdo de impurezas), concentracio, ajuste de condi¢des (por
exemplo, pH), antes da medida do analito de interesse. No caso de andlises
cromatograficas, além de evitar a interferéncia dos contaminantes da matriz que
possam co-eluir com o analito de interesse, a remog¢do de interferentes em geral €
importante para garantir a longevidade das colunas analiticas e evitar constantes

limpeza no sistema de injecdo (ALDA et al., 2003; ARAUJO, 20006).

2.5.1 Extracdo em fase solida (SPE)

Devido as baixas concentracdes dos analitos encontrados nas matrizes
ambientais € necessdria a realizacao da etapa de pré-concentracdo da amostra, sendo
a extracdo em fase sdlida (SPE) a técnica mais utilizada para concentracao dos
estrogénios. Na Figura 4 estd apresentado o esquema da SPE e suas etapas durante a

concentragdo do analito.

Figura 4: Esquema da extragdo em fase sélida (SPE).
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Legenda: 1) amostra; 2 e 3) condicionamento do cartucho; 4) concentracio dos analitos através da
passagem da amostra; 5) remog¢ao dos interferentes (Clean up); 6) eluicdo do analito de interesse.

Fonte: Pessoa, 2012.

A escolha do cartucho apropriado para a realizagdo da extra¢do € uma etapa

essencial no desenvolvimento analitico, o qual deve ser selecionado de acordo com
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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 (SALVADOR et al., 2007). Um dos materiais bastante
empregado na concentracdo de estrogénios € a silica modificada octadecilsilano (C-
18) (KELLY, 2000; INGRAND et al., 2003; GIROTTO et al., 2007). Outro material
indicado, inclusive pelo método 1694 (USEPA, 2007) e bastante empregado para
esses analitos € o copolimero, produzido a partir dos mondmeros: hidrofilico (N-
vinilpirrolidona) e lipofilico (divinilbenzeno) disponivel comercialmente nos
cartuchos Oasis HLB® da Waters (QUINTANA et al., 2004; KIM et al., 2007;
PEDROUZO et al., 2009). O cartucho Strata X® & similar ao Oasis HLB® (Waters).
O cartucho Strata X® ¢é composto por um mondmero contendo dois grupos
diferentes, um hidrofilico composto pelo grupo pirrolidona e outro lipofilico
composto pelo grupo benzila. Sendo assim, ele tem a capacidade de reter analitos
polares e ndo polares (QUEIROZ, 2011).

O desenvolvimento da etapa de SPE muitas vezes é realizada com processos
de erro-tentativas visando sua otimizacdo, a qual € baseada na interacdo das
propriedades fisico-quimicas e termodinamicas entre material adsorvente, analitos e
solventes de eluicdo (BIELICKA-DASZKIEWICZ e VOELKEL, 2009).

Um outro parametro essencial que deve ser otimizado € a faixa de pH da
matriz a ser analisada, conforme relatado em estudos anteriores (QUINTANA et al.,
2004; LIU et al., 2004a) a metodologia cromatografica deve ser avaliada em relacdo
ao ajuste de pH da amostra, uma vez que a reten¢do das substincias humicas
presentes na amostra nos cartuchos poderia ser influenciada pelo pH da matriz.
Quintana ef al. (2004) observaram um aumento na performance da extracdo em valor
de pH neutro, obtendo-se consequentemente um melhor cromatograma para os
compostos estudados, dentre eles os estrogénios. Liu ef al. (2004a) realizaram um
estudo analisando o efeito da variacdo do pH na etapa de extracdo em fase sdlida,
analisando as trés faixas de pH (4cido, neutro e basico) e concluiram que ndo havia
diferenca significativa entre a faixa de pH 4cido e neutro. Vega-Morales ef al. (2010)
afirmam que a acidificacdo para pH < 3 previne a perda dos analitos por reacdes
abidticas, como a hidrdlise, e degradacdo biologica. Devido as essas divergéncias
reportadas na literatura cientifica ndo ha uma faixa de pH estabelecida.

Geralmente a eficiéncia do material adsorvente frente a concentracdo dos

compostos tracos ¢ dada em termos de recuperacio, a qual € determinada mediante a

31



adi¢do de uma concentra¢do de analito na matriz permitindo ao analista determinar
se hd efeito matriz na amostra analisada (DEAN, 1998). A faixa esperada de
concentracdo (recuperagdo) depende da matriz amostral, do procedimento de
recuperac¢do utilizado e da concentragdo dos analitos (AOAC, 1998). Na Tabela 4 sdo
apresentados valores de recuperagdo estimados em funcdo da concentracio do analito
na amostra.

Para a elui¢do dos analitos do material da fase sélida, diversos solventes
podem ser utilizados, sendo o mais comum metanol, acetona, acetonitrila ou ainda
uma mistura dos mesmos.

Uma das grandes desvantagens da SPE € o volume de amostra requerida
para a concentracao dos analitos, além do tempo demandado. Por exemplo, para uma
concentracdo de 1000 vezes, € necessdrio um volume de 1 L e o tempo de extragdo

pode chegar a 3 horas (WANG et al., 2005).

2.5.2 Métodos de extracao dos compostos no sedimento

Em matrizes mais complexas tais como sedimento, material particulado ou
lodo de esgoto, sdo muito menos descritos (GONG et al., 2011; LUO et al., 2011;
SUN et al., 2010), principalmente porque sdo mais ricas em matéria organica e,
portanto, necessitam de tratamento mais complexo em relacdo a matrizes aquosas.

Comumente a extracdo de compostos organicos em sedimento (e outras
matrizes solidas) € realizada por técnicas tradicionais envolvendo a extragdo s6lido—
liquido tais como extragdo Soxhlet (ZENG et al., 2013; KIM et al., 2014), que requer
alto consumo de tempo e solvente.

Entretanto, novas abordagens para extragdo de contaminantes organicos de
matrizes solidas t€m sido desenvolvidas para substituir a extracdo Soxhlet, incluindo
extracao assistida por micro-ondas (MAE, do inglés microwave assisted extraction),
extracao por solventes em banho de ultrassom (USE, do inglés ultrasound extraction)
e extracdo com liquido pressurizado (PLE, do inglés pressurized liquid extraction).
Além disso, outros métodos de preparacdo de amostra t€m sido desenvolvidos para
ser mais ambientalmente amigaveis, seletivos, rdpidos e miniaturizados, requerendo
menor quantidade de solvente, amostra e tempo, tais como a dispersdao da matriz em
fase solida (MSPD, do inglés matrix solid phase dispersion) e o QuEChERS,
abreviatura das caracteristicas do processo de extragcdo: quick, easy, cheap, effective,
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robust and safe (TADEO et al., 2012) que foi desenvolvido em 2003 inicialmente
para extracdo de pesticidas em amostras de frutas. Modifica¢cdes no método original
(ANASTASIADES et al.,, 2003) permitem aplicagcdes para determinacdo de
pesticidas em outras matrizes como sedimento (BRONDI et al., 2011), solo (ZHANG
et al., 2012; DROZDZYNSKI et al., 2009) e tecido de peixe (NORLI et al., 2011),
entre outros.

Esse método envolve uma extragdo inicial com acetonitrila, seguido por
uma etapa de particao liquido-liquido apés adi¢do da mistura de MgSO4 e NacCl, os
quais facilitam a remoc¢ao de uma quantidade significante de componentes polares da
matriz, e finalmente, uma etapa simples de purificacdo por extracdo em fase sdlida
dispersiva (D-SPE Dispersive Solid-Phase Extraction), onde o extrato é misturado
com uma quantidade de sorvente PSA (amina primaria e secundéria) e MgSO4 anidro
original (ANASTASIADES et al., 2003). A evolugdo deste método estd descrita de
forma esquematica na figura 5.

Durante o desenvolvimento desse método, grande €nfase foi colocada para
a obten¢do de um procedimento moderno e dindmico, que pudesse ser aplicado em
qualquer laboratorio, devido a simplificagc@o ou cortes de etapas lentas e trabalhosas.
Foi desenvolvido para gerar extratos que sdo diretamente aplicdveis tanto para

andlise em CG quanto por CL (PRESTES, 2009).
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Figura 5: Representacdo das principais etapas do método QuUEChERS.
(a) (b) (c)

Quechers Quechers Quechers
(original) (acetato) (citrato)
N\ ~ ™
10g amostra 10g amostra 10g amostra
Extracao + + +
10mL acetomtnla) 10mL acetonitrila k. 10mL acetonitrila
\ [ 4g MgSO0, \
+
Particio 4g Mgs0, 6g MgsO0, 1g Nacl
—_— + + +
1g NaCl 1,5 CH;COONa 1g CeHsNa307.2H0
+
) \O,SgCGHﬁNaZOTl,SHZO ) )
\ \Z 2
ImL ImL
) sobrenadante sobrenadante Il RrEnR e
Limpeza + + %
# 150mg MgSO0,
150mg MgS0, 150mg MgS0, mg+ E¥ie
+ +
25mg PSA 50mg PSA 25mgFoA

Andlise cromatografica

Fonte: Cerqueira 2013. a) original; b) acetato e c) citrato.

A combinacdo de métodos tradicionais e recentes pode, e ji tem sido
utilizada no intuito de aperfeicoar a quantificacdo de compostos organicos. O método
para determinag¢do de estrogenos naturais e sintético em dguas residuais proposto por
Gunatilake e colaboradores (2014) incluiu a preparacdo da amostra utilizando SPE
(cartuchos Oasis HLB) seguido pelo clean up proposto no processo QuUEChERS
(MgS0O4 + amina primaria-secundaria + C18), derivatizacao e determinagdo por LC—
MS/MS. As recuperagdes obtidas para os estrogenos variaram de 81 - 103 %, com

elevada precisdo (n = 3, RSD < 9%) e limite de quantificacdo entre 0,6 - 0,9 ng L.

2.6 Validacao do Método

Para validagdo do método analitico envolvido na andlise das
amostras ambientais aplicou-se os parametros: seletividade, linearidade,

sensibilidade, limite de quantificagdo, limite de detec¢do, precisao e exatidao.
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No Brasil, ha duas agéncias credenciadoras para verificar a competéncia
de laboratérios de ensaios, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria) e
o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacio e Qualidade
Industrial). Estes 6rgdos disponibilizam guias para o procedimento de validacdo de
métodos analiticos, respectivamente, a Resolugao ANVISA RE no 899, de 2003 e o
documento INMETRO DOQ-CGCRE-008, de mar¢o/2011. Além desses

documentos foi utilizado a literatura cientifica RIBANI et al., 2004.

2.6.1 Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separacdo € a capacidade de
avaliar, de forma clara, os analitos de interesse na presenca de componentes que
podem interferir com a sua determinagdo. A seletividade garante que o pico de
resposta seja exclusivamente do composto de interesse (RIBANI et al., 2004;
SOUZA, 2011; ARAUIJO, 2014). Se a seletividade nao for assegurada, a linearidade,
a exatiddo e a precisdo estardo seriamente comprometidas. A matriz da amostra pode
conter varios componentes que interferem no desempenho da medi¢do INMETRO, 2011).
Em métodos cromatograficos, deve-se tomar as precaugdes necessarias para garantir a pureza
dos picos cromatograficos. A utilizagdo de testes de pureza de pico (por exemplo, com
auxilio de detector de arranjo de fotodiodos ou espectrometria de massas) sdo interessantes

para demonstrar que o pico cromatografico € atribuido a um s6 componente (ANVISA,

2003).

2.6.2 Linearidade

N

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentragio dos analitos de interesse, dentro
de uma determinada faixa de aplicacdo (RIBANI et al., 2004; SOUZA 2011).

A linearidade € avaliada por meio de uma curva de calibracdo (curva
analitica) que pode ser construida pelos seguintes métodos: padronizacdo externa,
padronizacdo interna, superposicdo de matriz ou adi¢do de padrao. Recomenda-se
que a curva analitica seja formada por no minimo cinco niveis de concentracdo
(ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2011). A curva analitica descreve

matematicamente por meio de uma equacao de reta (Equacao 1) a correlagio entre o
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sinal analitico medido (4rea ou altura do pico) e a massa ou concentragcao da espécie

a ser quantificada (RIBANI et al., 2004; RIBEIRO et al., 2008).

y=ax+b (D
Sendo:
y = sinal analitico (absorbancia, altura ou darea do pico, etc.);
x = concentra¢do do analito;
a = coeficiente angular;

b = coeficiente linear.

Matematicamente, a estimativa dos coeficientes de uma curva analitica
a partir de um conjunto de medi¢Oes experimentais pode ser efetuada usando o
método matematico conhecido como regressao linear. Além dos coeficientes de
regressdao a e b, também € possivel calcular, a partir dos pontos experimentais, o
coeficiente de correlacdo R. Este parametro permite uma estimativa da qualidade da
curva obtida, pois quanto mais proximo de 1,0, menor a dispersao do conjunto de
pontos experimentais € menor a incerteza dos coeficientes de regressdo estimados
(RIBANI et al., 2004; SOUZA 2011). Um coeficiente de correlagao maior que 0,999
¢ considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressao.
A ANVISA 2003 recomenda um coeficiente de correlacdo igual a 0,99 e o
INMETRO 2011 um valor acima de 0,90.

2.6.3 Sensibilidade

O método é mais sensivel quando pequenas variagdes de concentragdo
resultam em maior variagdo na resposta, ou seja, maior inclina¢do (coeficiente
angular). A sensibilidade do método analitico € expressa pelo coeficiente angular da
curva de regressdo linear, e é determinada simultaneamente a linearidade

(INMETRO, 2006).
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2.6.4 Limite de deteccao (LD)

O limite de deteccao (LD) € definido como a menor concentragio do analito
que pode ser detectada, porém nao necessariamente quantificada (ANVISA, 2003;
RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2011). Quando sido realizadas medidas em
amostras com baixos niveis de concentracao do analito, como por exemplo, andlise
de tragos, € importante saber qual o menor valor de concentragcao do analito que pode
ser detectado pelo método. (INMETRO, 2011). O LD pode ser calculado de trés
maneiras diferentes: método visual, método relacao sinal-ruido, método baseado em
parametros da curva analitica (GUEDES 2014; RIBANI et al., 2004; RIBEIRO et
al., 2008). Nos métodos instrumentais, tais como os métodos cromatograficos, o LD
pode ser estimado como a concentracdo do analito que produz um sinal igual ou
superior a trés vezes a razdo sinal / ruido do equipamento. Outra maneira de estimar
o LD para os métodos que empregam curva de calibragcdo é por meio do método que
se baseia nos parametros da curva analitica, onde LD € estimado por intermédio da

Equagdo 2 (ARAUJO, 2014; GUEDES 2014; RIBANI et al., 2004; ANVISA 2003).
S
LD = 3,3 x 3 2)

Sendo:

s = a estimativa do desvio padrdo da resposta, que pode ser a estimativa do desvio
padrao do branco, da equacdo da linha de regressao ou do coeficiente linear da
equacio; e

S = a inclinacdo (“slope”) ou coeficiente angular da curva analitica.

2.6.5 Limite de quantificacdo (LQ)

O limite de quantifica¢do (LQ) ou limite de determinagdo € definido como
o menor nivel de concentracdo que pode ser quantificado com precisao e exatidao
aceitdveis sob as condi¢Oes experimentais estabelecidas (ANVISA, 2003; RIBANI
et al.,2004; MAPA, 2011). Pode ser definido a menor quantidade do analito em uma

amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitdveis sob as
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condi¢des experimentais estabelecidas, dessa maneira o LQ € estimado através da

Equagio 3 (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004).
S
LQ =10x S (3)

Sendo:

s = a estimativa do desvio padrdo da resposta, que pode ser a estimativa do desvio
padrao do branco, da equagdo da linha de regressdo ou do coeficiente linear da
equacgao; e

S = a inclinacdo (“slope”) ou coeficiente angular da curva analitica.

O LQ representa um compromisso entre a concentragdo, a precisdo e a
exatiddo. Por conseguinte, quando decresce o nivel de concentracdo do LQ, a
medicao torna-se menos precisa (ANVISA, 2003; RIBANI ez al., 2004).

Segundo RIBANI et al. 2004 O melhor caminho para resolver este
problema do cédlculo do LD e LQ € utilizar o método baseado nos parametros da curva

analitica, que € estatisticamente mais confidvel.
2.6.6 Precisdo

Normalmente determinada para circunstancias especificas de medicao e
as trés formas mais comuns de expressi-la sdo: por meio da repetitividade, precisdao
intermedidria e da reprodutibilidade, sendo usualmente expressas pelo desvio padrao
e coeficiente de variacdo (INMETRO, 2011).

O coeficiente de variacdo (CV, usualmente expresso em %), também

conhecido como desvio padrdo relativo (DPR), € calculado da seguinte forma

equacdo 5 (INMETRO, 2011):

CV = DPR = 22 %100 (5)
CMD

Sendo:
DP = desvio-padrao;

CMD = concentragdo média determinada
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2.6.7 Exatidao

A exatiddo é um parametro de validacdo que representa o grau de
proximidade entre o valor medido e um valor de referéncia considerado como
verdadeiro (ANVISA, 2003). Os procedimentos normalmente utilizados para avaliar
a exatiddo de um método sdo: uso de materiais de referéncia certificados (MRC),
comparagdo de métodos, ensaios de recuperacio (INMETRO, 2006). A exatidao
deveré ser verificada em trés niveis de concentracao, alta, intermedidria e baixa, e no
minimo com determinacdes em triplicata (ANVISA, 2003).

A exatiddo de um método pelo estudo da recuperacdo (ou fator de
recuperacdo), R, € definida como a propor¢cao da quantidade da substancia de
interesse, presente ou adicionada na por¢ado analitica do material teste, que é extraida

e passivel de ser quantificada (RIBANI et al., 2004, INMETRO, 2006). (Equacgao 6)

R (%) = ("’1;3"'2) x 100 ©)

Sendo:

R (%) = percentual de recuperagd@o do analito adicionado;
C1 = concentragdo determinada na amostra adicionada;

C> = concentragdo determinada na amostra nio adicionada;

Cs3 = concentragdo adicionada do analito (tedrica).

2.6.8 Avaliagao do Efeito Matriz

A avaliacdo da possivel existéncia de efeito matriz causado pela matriz da
amostra ambiental nas andlises pode executada mediante comparagdes entre as
inclinacdes das curvas analiticas preparadas no solvente e no extrato da matriz. O
calculo da magnitude do efeito matriz € calculado por meio da Equagdo 7

(MARTINS, 2010; GUEDES, 2014; SALVIA; CREN-OLIVE; VULLIET, 2013):

X1—

Efeito Matriz (%) = =2 x 100 7)

X2
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Sendo:

Xj = inclina¢do da curva obtida pela injecdo das solugdes analiticas de cada analito,
preparadas na matriz;

X2 =inclinac¢do da curva obtida pela injec@o das solucdes analiticas de cada analito,

preparadas em solvente.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a ocorréncia e distribuicdo entre as fases aquosa e sedimento dos
desreguladores enddcrinos e do estimulante Cafeina no Acude Santo Anasticio

Fortaleza-Ceara.

3.2 Objetivos especificos

v" Desenvolver e validar um método para determinagdo dos estrégenos
naturais estrona (E1), 17 B-estradiol (E2) e estriol (E3) bem como do sintético 17 a-
etinilestradiol e do estimulante cafeina nas matrizes ambientais de 4guas superficiais
através do método de extragdo por SPE e no sedimento pelo método de extracdo com

QueChERS, seguido de andlise simultanea por HPLC/DAD;

v' Caracterizar as amostras de dgua e sedimento, através de paridmetros

fisico e quimicos;

v’ Realizar estudo do efeito matriz;

v’ Avaliar a ocorréncia desses compostos no sedimento e na dgua do

reservatorio.
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4. METODOLOGIA

4.1 Padroes analiticos, solventes e reagentes

Os padrdes dos estrégenos estrona (E1), 17 B-estradiol (E2), estriol (E3), 17
a- etinilestradiol (EE2) e o estimulante cafeina foram adquiridos da Sigma-Aldrich,
(EUA), todos com grau de pureza > 98%. As solu¢des padrio estoque (100 ug mL!)
individuais dos estrogenos foram preparadas em acetonitrila (ACN, grau HPLC). Os
solventes acetonitrila, metanol (MeOH) e 4cido acético glacial (CH;COOH) foram
adquiridos todos em grau HPLC.

Foram utilizados, ainda, o sorbente C18 (45 um, Agilent, USA), PSA (47-
60 pm, Varian; 45 pm, Agilent), MgSO4 (VETEC) e NaCl (VETEC). Para o
desenvolvimento do processo de extracdo em fase s6lida foram utilizados cartuchos
de fase polimérico comercial, um divinilbenzeno-N-vinilpirrolidona - Oasis ® HLB

(Waters).

4.2 Area de estudo

O acude Santo Anastacio, também conhecido como agude da Agronomia, é
um pequeno reservatério parcialmente localizado no Campus Universitario do Pici
da Universidade Federal do Ceard e suas coordenadas sao 3°44'36"S e 38°34'15"W.
Sua construcdo data de 1918, e foi feita pelo represamento do riacho Alagadigo
Grande, efluente da lagoa de Parangaba, sendo estd situada na bacia do rio
Maranguapinho (FARIAS, 2007). Situada a oeste do Municipio de Fortaleza, a bacia
do Maranguapinho apresenta os rios Ceara e o0 Maranguapinho, sendo este ultimo o
principal. Seu perimetro é de 2.858 m, sua profundidade média € de 1,67 m, sendo a
maxima de 3,24 m e a profundidade minima navegavel de 0,64 m (LIMA, 2011),
envolve uma bacia hidrdulica com cerca de 12,8 hectares e uma bacia hidrografica
com aproximadamente 143.400 m?. Sua barragem possui 182 m de comprimento. As
margens do ASA encontram-se totalmente habitadas, exceto a parte fisica que se
localiza na drea do Campus do Pici. A populacdo que habita esta drea é, em sua

maioria, de baixa renda e sem acesso a uma educagao ambiental esclarecedora, o que
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faz com que contribua com dejetos humanos (lixo e esgoto doméstico) para o
processo de eutrofizacdo e assoreamento do ASA. (FARIAS, 2008)

O acude é contornando pelos bairros do Padre Andrade, Parquelandia,
Amadeu Furtado, Bela Vista, Pan Americano, Pici e Antdnio Bezerra, sendo mais da

metade da sua drea inundada sendo Universidade Federal do Ceara (Figura 6)

Flgura 6: Agude Santo Anastacio (ASA) /Agude da Agronorma
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Fonte: adaptado de ARAUJO et. al., 2014.

O ASA recebe as dguas vertidas da Lagoa da Parangaba (Figura 7), além de
contribuicdes de drenagem das dguas pluviais, esgotos brutos e residuos sélidos ao
longo do seu percurso de aproximadamente 2,5 km. Ressalta-se que cerca de 70% da

extensdo do canal € aberta a atmosfera, sendo o restante coberto em concreto armado.
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Figura 7: Mapa indicando o sistema integrado canal-reservatdrio (Santo Anasticio).

Fonte: adaptado de ARAUJO et. al., 2014.

Conforme projeto disponibilizado pela Prefeitura Municipal de Fortaleza, o
canal apresenta se¢do retangular com largura de 5,0 m e altura de 1,5 m., no entanto,
ressalta-se a existéncia de uma camada de sedimento depositada no fundo do mesmo
com altura de aproximadamente 0,3 m (ARAUJO et. al., 2014).

O reservatério é monitorado desde 2007 pelo Laboratério de Quimica
Ambiental (LAQA) do Departamento de Quimica Analitica e Fisico Quimica da
UFC, onde foi observado que esse corpo d’agua apresenta alto indice de polui¢ao
devido ao descarte indevido de residuos, tanto de efluentes como lixo doméstico,
provocando também assoreamento, eutrofizacdo, contamina¢do principalmente por
coliformes fecais e grande concentracdo de metais em seus sedimentos (BECKER,
2010). Chaves et al (2013) também verificaram que a comunidade ictica do ASA esta
sendo influenciada pelo distirbio continuo e de alta magnitude que atua neste
ecossistema (polui¢cdo e introducdo de espécies de peixes exodticas), ocorrendo uma
substituicdo das espécies de peixes mais sensiveis a estas perturbacdes (em sua
maioria nativas), por espécies oportunistas e mais tolerantes.

Nesse acude inimeros pescadores, figura 8, utilizam diversos aparelhos-de-
pesca na captura de peixes, com destaque para tildpia-do-Nilo, Oreochromis

niloticus; traira, Hoplias malabaricus; mucum, Synbranchus marmoratus, que sao
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utilizados, em parte, para consumo proprio em parte para venda ao publico local.

(REIS, 2010).

Figura 8: Captura de peixes

Fonte: Autora 2015.

A Resolucdo n° 357 do CONAMA (BRASIL, 2005) enquadra as 4guas
doces em quatro classes (especial, classe 2, classe 3 e classe 4) de acordo com seus
usos preponderantes. As dguas que se destinam ao abastecimento para o consumo
humano apds tratamento convencional, a aquicultura e a atividade de pesca e que
sejam também usadas a recreacdo de contato primério deveriam estar enquadradas
na classe 2, caso do A¢ude Santo Anastacio.

Assim, este trabalho tem como objetivo principal avaliar o grau de polui¢ao
desse reservatorio através da determinagdo dos niveis de cafeina (CAF) (estimulante
e tracador de atividade humana) e dos hormdnios estrégenos: estrona (E1), 17 B-

estradiol (E2), estriol (E3), ¢ 17 a-etinilestradiol (EE2).
4.3 Amostragem

Para que se pudesse desenvolver um procedimento analitico capaz de
identificar e quantificar a ocorréncia e distribui¢do dos desreguladores enddcrinos e

do estimulante cafeina na fase aquosa e no sedimento do reservatdrio, o trabalho de

amostragem foi dividido em duas etapas:
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v’ Na primeira etapa do trabalho, foi verificado a ocorréncia dos compostos
de interesse e validado um método analitico na fase aquosa. Foram realizadas trés
campanhas amostrais em setembro de 2014, maio e agosto de 2015;

v Na segunda etapa do trabalho foi verificada também a ocorréncia dos
compostos de interesse e validado um método analitico no sedimento. Foi realizada

uma campanha amostral no més de agosto de 2015.

Foram escolhidos pontos chaves, de forma a detectar as influéncias mais
representativas da fonte poluidora desse corpo d’agua, que ¢ o despejo do esgoto

sanitdrio das comunidades ribeirinhas (Figura 9):

ASAL - préximo as habitagdes da comunidade;
ASA2 - ponto central do reservatdrio;

ASA3 - préximo a sua barragem.

Figura 9: Mapa indicando os pontos de coleta do reservatdrio (Santo Anastacio).

Fonte: Adaptado de Google Earth, acesso em 03/06/2015.

4.3.1 Coleta

Foi utilizada a estrutura operacional da COGERH para a realizacido das

atividades de campo. O transporte entre os pontos de amostragem foi realizado com
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barco a motor. As amostragens foram realizadas sempre no periodo da manha, entre
8:00 he 11:30 h.

A coleta de dgua superficial (Figura 10) foi realizada utilizando-se garrafas
de vidro ambar (1L) previamente limpas com detergente neutro e secas em estufa.
Os frascos eram mergulhados a uma profundidade maxima de 30,0 cm. Apds a coleta,

as amostras foram mantidas em caixa isotérmica para transporte até o laboratoério.

Figura 9: Coleta das amostras de dgua superficial.

PN

Fonte: Autora 2015.

A coleta da amostra do sedimento superficial foi realizada utilizando uma
draga Van Veen (capacidade 5 kg) previamente limpa com detergente neutro e dgua
deionizada. Uma quantidade representativa da amostra foi transferida para
recipientes de aluminio (Figura 11), acondicionada em caixa isotérmica com gelo
recicldvel, para transporte ao laboratério. Uma vez no laboratério, as amostras foram

armazenadas em freezer (-4 °C).
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Figura 10: Coleta das amostras de sedimento.

Fonte: Autora 2015.

4.4 Caracterizacio das Amostras

Existe uma grande variedade de indicadores de qualidade, para esse estudo
foram escolhidos os parametros abaixo, no sentido de caracterizar as amostras de

dgua e sedimento do Acude Santo Anastacio.

4.4.1 Caracterizacdao da amostra de dgua superficial

Todos os métodos de andlise descritos na tabela 6, foram baseados na 21% edi¢ao
do “Standard methods for the examination of water and waterwaste — APHA-AWWA-
WPCF”, 2005.
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Tabela 4: ParAmetros analisados.

PARAMETRO PARAMETRO
1. Fésforo total 12. Sulfeto

2. Ortofosfato 13. Dureza Total
3. Fosforo organico 14. Célcio

4. Clorofila a 15. Magnésio

5. Feoftina 16. pH

6. Nitrogénio total 17. Alcalinidade
7. Nitrogénio organico 18. Turbidez

8. Nitrito 19. STD

9. Nitrato 20. ST

10. Nitrogénio amoniacal 21. Coliformes Totais
11. Cloreto 22. E. coli

Fonte: Autora, 2016.

4.4.2 Caracterizacdo da amostra de sedimento

O teor do carbono organico do sedimento pode ser predito pelo valor de
matéria organica (MO). Normalmente, quanto maior o teor, maior a concentragao de
substancias himicas e filvicas, responsdveis pela capacidade de adsorc¢ao.

As andlises de teor de matéria organica da amostra de sedimento foram
realizadas no Laboratdrio de Quimica Ambiental (LAQA). Para determinagdo de MO
total (%), as amostras foram submetidas 2 secagem em estufa a 45°C por 24 h, e

analisadas pelo método volumétrico com dicromato de potassio (EMBRAPA, 1999).

4.5 Determinacao dos desreguladores enddcrinos e do estimulante cafeina

4.5.1 Determinacgdo dos analitos de interesse presentes na amostra

A 1identificacdo e quantificacdo dos compostos foram realizados utilizando-

se um Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE), marca Shimadzu, modelo
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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
Andlises de Tracos (LAT), do Departamento de Quimica Analitica e Fisico-Quimica

da UFC, conforme ilustra a Figura 12.

Figura 11: HPLC/DAD (SHIMADZU) utilizado na determinac¢do dos compostos.

Fonte: Autora 2016.

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 didmetro interno ¢ 5 um de tamanho de particula. O volume de injecao
manteve-se constante e igual a 20,0 uL em todas as medidas. Com elui¢do por
gradiente ACN/HCI 0,1% (Tabela 5). A temperatura do forno foi mantida em 35°C.
O pH utilizado para este estudo foi 3, uma vez que estudos de PESSOA (2012) e
GIROTTO et al. (2007) indicaram ser o pH ideal para pré-concentracdo dos

compostos utilizados no presente trabalho.
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Tabela 5: Gradiente de eluicdo do método empregado para andlise dos compostos.

Tempo (min) ACN/HCI 0,1% H:20 Fluxo (mL min!)
0,0 10 90 1,0
10,0 50 50 1,0
10,5 50 50 2,0
17,0 80 20 2,0
19,0 10 90 1,0
25,0 (Final) 10 90 1,0

Fonte: Autora 2016

4.5.2 Método para extracdo e andlise dos compostos em dgua superficial

A metodologia de extracdo e pré-concentracdo utilizada para determinagao

dos analitos foi realizada nas seguintes etapas (Figura 13).

Figura 12: Metodologia de extracdo e pré-concentragdo para as amostras de dgua.

AMOSTRA

l

ALIQUOTA » | FILTRACAO

ACIDIFICADA
pH 3,0 com HCl

l

> AMOSTRA

DE 500 mL Membrana de FILTRADA
0.45 pm
CONDICIONAMENTO
10 mL MeOH
+ —_—
10 mI. H-0

=
g

>
l

Fonte: Autora 2016.

VAZAO
1-2 mL mim'

INJECAO
HPLC - DAD
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As etapas do desenvolvimento analitico serdo detalhadas nos itens a seguir.

e FEtapa de Filtracdo da amostra ambiental

Durante a etapa de filtracio das amostras foi utilizado um sistema de
filtracdo de vidro (MILLIPORE) com bomba a viacuo (Figura 14) e papel de filtro de
fibra de vidro com diametro 47 mm e porosidade 0,45 pm (SARTORIUS).

Figura 13: Bomba a vécuo utilizado na etapa de filtracao.

Fonte: Autora 2015

e FEtapa de extracdo em fase solida (SPE)

Devido as baixas concentracdes dos analitos, encontrados nas matrizes
ambientais, é necessdria a realiza¢do da etapa de pré-concentracao da amostra, sendo
a extracdo em fase sélida (SPE) a técnica mais utilizada para concentracdo dos
estrogénios. Na Figura 15 estd apresentado o esquema da SPE e suas etapas durante

a concentracio dos analitos.
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Figura 14: Esquema da extracido em fase s6lida (SPE).

1 2/3 a4

O &

C e
C o

O O
S| o
Y Y

& &
| | ™

Analito Interferentes @

Legenda: 1) amostra; 2 e 3) condicionamento do cartucho; 4) concentracio dos analitos através da
passagem da amostra; 5) remog¢ao dos interferentes (Clean up); 6) eluicao do analito de interesse.

Fonte: Pessoa, 2012.

A SPE pode também ser utilizada para transporte e estocagem de
amostras, as quais se encontrem distantes dos locais de andlise. Nesse caso a extra¢dao
¢ realizada no local de coleta e transportado ao laboratorio.

Para etapa de extracio o cartucho polimérico comercial, um
divinilbenzeno-N-vinilpirrolidona - Oasis ® HLB (Waters). As propriedades fisico-

quimicas do cartucho estdo presentes na Tabela 6.

Tabela 6: Propriedades Fisico-Quimicas dos cartuchos de SPE.

Parametros Oasis® HLB
Area Superficial (m2 g-1) 823
Didmetro do poro (A) 82,0
Volume de poro (mL g-1) 1,34
Tamanho da particula (um) 30,3
Massa do adsorvente (mg) 200
Natureza do adsorvente Polimero

Grupo Funcional

©

Fonte: Vidal (2015)
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Para a realizacdo da etapa de extrag¢do dos analitos de interesse foi utilizado
um processador manual Vacuum Manifold (modelo Speed Mate 12; da marca
Applied Separations), conforme ilustrado na Figura 16, o qual era conectado a uma
bomba de vacuo (modelo VP-24; marca MFS) que mantinha um fluxo médio de 1 -
2 mL min"!. Apés etapa de concentracdo dos analitos os mesmos foram eluidos com

8 ml de metanol 100%.

Figura 15: Extracdo em fase s6lida (SPE).

Fonte: Autora 2016.

e FEscolha do eluente para fase de extracdo e pré concentragdo

Para os experimentos de escolha do eluente, foram preparadas solucdes
sintéticas em trés niveis de concentracdo (6,4 pg L', 40 ug L' e 60 ug L), dos cinco
compostos de interesse e mantidas por 2h em frasco fechado a temperatura ambiente
para promover o equilibrio entre analito e solu¢do, at€é 0 momento do procedimento
de extracdo. O extrato foi eluido com 8,0 mL de MeOH e um segundo teste com 8,0

mL ACN para andlise por HPLC-DAD, conforme detalhado na Figura 17.
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Figura 16: Esquema dos procedimentos realizados na validagdo da extrac@o por SPE.

AMOSTRA ACIDIFICADA
pH 3,0 com HCl
SOLUCOES SINTETICAS
ALIQUOTA FILTRACAO AMOSTRA EM TRES NIVEIS DE
DE 500 mL Membrana de FILTRADA CONCENTRACAO
0.45 um 6,4pg L', 40 ug L' e 60 ug L™
=
CONDICIONAMENTO
10 mL MeOH
m N c
10 mL H,0
K
ELUICAO % ELUICAO
8 mL DE . ELgEﬁ‘O — 8 mL DE
MeOH ACN
INJECAO
HPLC - DAD

Fonte: Autora 2016.

4.5.3 Método para extragdo e andlise dos compostos no sedimento.

O procedimento de extracao foi adaptado a partir do método QuUEChERS
original (ANASTASIADES, 2003), adotando algumas modificacdes para que fosse
possivel a extracdo de analitos menos polares, como os estrégenos, em matriz
complexa, o sedimento. O método compreende uma extragdo com acetonitrila e
particdo promovida pela adi¢do de sais, seguido de uma extragdo e andlise dos

compostos, conforme detalhado na Figura 18.
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Figura 17: Método para determinagdo de estrogenos nas amostras de sedimento.

2,5 g de sedimento

l

10,0 mL ACN 1,0 g NaCl
+ + +
5.0 mL H20 4,0 g MgSO4

l Vortex 1 min
Centrifuga 1min

250 mg PSA
5,0 mL fase organica | * n

250 mg Cis

l Vortex 20 segundos
Centrifuga 1min

4,0 mL da fase organica

Secagem em N2
Ressuspensdo em 800 uL ACN

INJECAO HPLC - DAD

Fonte: Adaptado Bezerra 2014. * ACN/CH3COOH 0,1%

A utilizagdo de uma menor quantidade de amostra 2,5 g comparada ao
método original foi essencial para aumentar a drea de contato da amostra com o
solvente extrator, melhorando a eficiéncia de extracdo (BEZERRA, 2014).

Segundo Mastovské e Lehotay, (2004) a acetonitrila é mais eficiente para a
extracdo de compostos estrogenos em sedimento, pois necessita apenas da adi¢ao dos
sais para separar-se facilmente da 4dgua e a transferéncia dos analitos para a fase
organica ¢ melhorada sem a necessidade da adi¢do de co-solventes apolares que

poderiam diluir o extrato (POUECH et al., 2012). Este solvente foi acidificado para
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tentar melhorar a efici€ncia da extracao, considerando que os analitos pudessem estar
fortemente adsorvidos na matéria organica do sedimento. A adi¢do do 4cido acético
(CH3COOH) ao solvente extrator proporciona a protonacdo dos analitos e da
superficie negativa das substincias hdmicas, principal componente da matéria
organica, liberando os estrégenos para a fase orginica que serd analisada,
aumentando a eficiéncia da extracdo (BEZERRA 2014).

A adic@o dos sais NaCl e MgSO4 durante a etapa de extracdo/parti¢do,
mantidas do método original, promove o efeito salting out promovendo a separagcdo
das fases orgéanica e aquosa. Além disso, a hidratacdo do sulfato de magnésio é uma
reacdo exotérmica com aquecimento entre 40 — 45°C, o que favorece a extracdo de
compostos pouco polares, como os estrégenos (PRESTES et al., 2009).

ApOs a etapa de extracio/particdo, a SPE dispersiva permite o clean up de
maneira rapida e simples. A amina priméria-secunddria (PSA), caracteristica da SPE
dispersiva no QuEChERS, devido a sua estrutura bidentada com grupos amino
primdrio e secundario (Figura 19) retém fortemente compostos polares presentes na
matriz. Assim, optou-se pela combinacdo da PSA com o C18 a fim de reter também
substancias menos polares da matriz e que pudessem interferir na andlise e

quantificacdo dos estrogenos.

Figura 18: Estrutura bidentada da amina primdria secunddria (PSA).

70
)LO,Sli\/\N/\/NHQ

x> H

Fonte: BEZERRA, 2014

4.6 Validacao do método analitico

Segundo Lancas (2004), a validacdo deve garantir, através de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas,

assegurando a confiabilidade dos resultados.
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A validag¢do do método analitico do presente trabalho foi realizada seguindo
os critérios de documentos usualmente utilizados (BRASIL, 2003; INMETRO, 2006;
LANCAS, 2004b) e literatura cientifica (RIBANI et al., 2004).

No desenvolvimento de métodos cromatogrificos, deve-se tomar as
precaucdes necessdrias para garantir a pureza dos picos cromatograficos. A utiliza¢do
de testes de pureza de pico (por exemplo, com auxilio de detector de arranjo de
fotodiodos - DAD ou espectrometria de massas - MS) sdo interessantes para
demonstrar que o pico cromatogréfico € atribuido a um s6 componente (BRASIL,

2003).

4.6.1 Seletividade

A seletividade pode ser obtida de védrias maneiras. A primeira forma de se
avaliar a seletividade é comparando a matriz isenta da substincia de interesse
(branco) e a matriz adicionada com as substancias pesquisadas (padrao), sendo que,
nesse caso, nenhum interferente deve eluir no tempo de reten¢do da substancia de
interesse, que deve estar bem separada dos demais compostos presentes na amostra
(RIBANTI et al., 2004)

Para obtencao da seletividade do método foi comparado os espectros da
matriz ambiental isenta dos analitos e da matriz ambiental adicionada dos analitos
com concentragdes conhecidas, a fim de verificar a existéncia de algum interferente
na matriz ambiental, ou seja, alguma substancia que saia no mesmo tempo de

retencdo dos compostos de interesse (coelui¢do).

4.6.2 Faixa de trabalho, linearidade e sensibilidade

e Agua superficial

Para comprovar a linearidade do método analitico foram construidas curvas
de calibragao com sete niveis de concentragdes dos analitos estudados, sendo a faixa

de trabalho entre 0,05 e 8 ug mL.

58



v’ Padronizacdo Externa: A partir de um padrio da solugdo padrio
multielementar de 100 pg.mL™!, preparam-se solucdes padrdes com
concentragdes de 0,05; 0,1; 0,4; 0,8; 1,0; 4,0; e 8,0 ug.mL"!, em metanol
grau HPLC da MARCA VETEC, para obten¢do do cromatograma
correspondente a cada uma delas e, em um grafico, serdo relacionados as

areas obtidas com as concentragoes.

v" Superposi¢do de matriz: A partir da amostra coletada, procedeu-se com
as etapas filtracdo e extracdo, recolheu-se o eluato e foram preparadas
solucdes padrdes com concentracdes de 0,05; 0,1; 0,4; 0,8; 1,0; 4,0; ¢ 8,0 ng
mL!, para obtencdo do cromatograma correspondente a cada uma delas e,

em um gréfico, serdo relacionadas as areas obtidas com as concentragdes.

o Sedimento

Foram construidas curvas de calibragdo com seis niveis de concentragdes

dos analitos estudados, sendo a faixa de trabalho entre 0,4 e 8,0 ug mL™.

v' Padroniza¢do Externa: A partir de um padrio da solugdo padrio
multielementar de 100 pg mL!, preparam-se solucdes padrdes com
concentracdes de 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 4,0; e 8,0 ug mL!, em acetonitrila grau
HPLC da MARCA VETEC, para obtengdo do cromatograma
correspondente a cada uma delas e, em um grafico, serdo relacionadas as

areas obtidas com as concentragoes.

v" Superposic¢do de matriz: A partir da amostra coletada, procedeu-se com
a etapa extracao, recolheu-se o extrato e foram preparadas solucdes padroes
com concentracdes de 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 4,0; e 8,0 ug mL, para obtencdo
do cromatograma correspondente a cada uma delas e, em um gréfico, serdo

relacionadas as dreas obtidas com as concentracoes.

As curvas analiticas obtidas por padronizagdo externa e por superposi¢ao da

matriz foram analisadas em triplicatas e a linearidade foi avaliada pelo método de
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regressao linear, sendo calculado o coeficiente de correlagdo linear (R), devendo este
apresentar um valor igual ou superior a 0,99, recomendando pela ANVISA 2011.
A sensibilidade para as duas matrizes foi avaliada pela inclinagdo

(coeficiente angular) da curva analitica.

4.6.3 Limite de deteccdo e quantificacao

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ) do equipamento foram
calculados a partir do método baseado em parametros da curva analitica, uma vez
que esse método € considerado de maior confiabilidade, pois leva em consideragdo o

intervalo de confianga da regressao linear (RIBANI et al., 2004).

As equagdes utilizadas para o célculo do LD e LQ sdo apresentadas nas

Equacodes 8 € 9.

LD =33x> ®)
S

LQ =10x 3 ©)

Sendo:

s = a estimativa do desvio padrdo da resposta, que pode ser a estimativa do desvio
padrao do branco, da equagdo da linha de regressdo ou do coeficiente linear da
equagio; e

S = a inclinagdo (“slope”) ou coeficiente angular da curva analitica

4.6.4 Repetitibilidade

A repetitibilidade foi determinada com base nas dreas dos picos e tempo de
retencdo dos compostos de uma mesma amostra. A amostra (dgua de acude) foi
dopada com 0,6 ug mL™! dos analitos de interesse seguida de extragcdio por SPE e a

amostra de sedimento foi dopada com 1,0 ug mL!. Foram realizadas dez inje¢des
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repetitivas e sequenciais do extrato, sendo calculado o coeficiente de variacao (CV),

de acordo com a Equacéo 10.

CV(%) _ Desvio Padrio x 100 (10)

Concentracio Madia

4.6.5 Exatidao

A exatidao do método de extracdo, foi avaliada em termos de recuperacao
dos analitos de interesse e calculada pela estimativa do coeficiente de variacio (%
CV).

A exatiddo do método foi calculada como percentagem de recuperacdo da

quantidade conhecida do analito adicionado a amostra segundo a Equacédo 11.

R (%) = (Clc__:z) x 100 (1

Onde:
C1 = concentra¢do do analito na amostra fortificada;
C> = concentragdo do analito na amostra nao fortificada;

C;3 = concentragdo do analito adicionada a amostra fortificada.
e Agua

Foram realizados ensaios de fortificagdo da amostra ambiental isenta dos
analitos: em trés diferentes niveis de concentragiio, 120 pg L™, 12,8 ug L' e 1,6 ng
L', em triplicata cada ponto, seguida das etapas de filtragdo, pré-concentracdo e

anélise por HPLC/DAD.
e Sedimento

Para os experimentos de recuperagcao uma quantidade da amostra (2,5 g) foi

fortificada em um nivel intermedidrio de concentracdo 1,0 pg Kg'' para os compostos
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El E2, E3 e EE2, foram mantidos por 30 min, 2h e 24h em frasco fechado e a
temperatura ambiente para promover o equilibrio entre analitos e amostra, até o
momento do procedimento de extracdo, afim de verificar qual melhor tempo de

contato.

4.6.6 Efeito Matriz

A avaliacio da possivel existéncia de efeito matriz foi avalizado mediante
comparacoes entre as inclinagdes das curvas analiticas preparadas no solvente e no
extrato da matriz (dgua e sedimento). O cdlculo da magnitude do efeito matriz foi
calculado por meio da Equacdo 12 (MARTINS, 2010; GUEDES, 2014; SALVIA;
CREN-OLIVE; VULLIET, 2013

X1

Efeito Matriz (%) = =22 x 100 (12)
2

X

Sendo:

Xj = inclina¢do da curva obtida pela injecio das solugdes analiticas de cada analito,
preparadas na matriz;

X> = inclina¢do da curva obtida pela inje¢ao das solugdes analiticas de cada analito,

preparadas em solvente.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacao da amostra de agua superficial

As amostras foram analisadas em duplicata, com o coeficiente de variagao,
de todas as andlises menor que 10%, os resultados médios das trés coletas estdo

descritos na tabela 8.
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Tabela 7: Caracterizacao da amostra de dgua.

PARAMETRO/UNID LQ*(mg L) ASA 1 ASA 2 ASA 3
1. Fésforo total - mg P L™! 0.013 236 215 1.95
2. Ortofosfato — mg P-PO43 L} 0,01 116 1,04 0.92
3.  Fosforo orginico - mg P L 0.013 120 113 1.03
4 Clorofilaa - g L" 0.2 42,81 69.16 95,50
5. Feoftina—pg L™! 0,2 13.70 54.95 96.20
6. Nitrogénio total - mg N L 0,158 9,68 6,68 2,88
7.  Nitrogénio orginico — mg N L! 0,158 7,69 4,07 0,447
8.  Nitrito — mg N-NOy™ L-! 0,005 0,013 0,12 0,22
9.  Nitrato — mg N-NOs™ L-! 0,035 0,066 0,63 1,207
10. Nitrogénio amoniacal — mg N-NOz~ L! 0,100 1,91 1,46 1,00
11. Cloreto —mg CI L' 2,65 148,95 155,00 160,98
12.  Sulfeto —mg S* L 1,0 3,13 2,13 <LQ
13.  Dureza Total - CaCO3; mg L! 8,7 307,40 317,55 327,70
14. Célcio - mg Ca** L’ 8,7 52,40 50,15 47,90
15. Magnésio - mg Mg>* L! 8,7 42,30 46,65 50,50
16. pH - Adimensional - 7,26 7,26 7,76
17.  Alcalinidade - mg CaCO; L' 3,74 207,00 193,50 180,00
18.  Turbidez - NTU 0,1 16,10 15,20 14,30
19. STD-mg STDL'! - 643,00 645,00 648,00
20. ST-mgSTL! - 640,00 646,00 652,50
21. Coliformes Totais - NMP/ 100 mL - 24x10°  24x10° 24x10°
22.  E.coli - NMP/100 mL - 2,4x10%  24x10% 4,1x10°

Fonte: Autora, 2015. *LQ — Limite de Quantificagao.
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Para avaliar o teor de poluicdo, podemos destacar os valores de Fésforo
Total, sulfeto, coliformes totais e E. coli.

As concentragdes do fésforo total apresentaram valores de 2,36 mg L' para
o ASA1,de 2,15 mg L' no ASA2 de 1,955 mg L' no ASA3; Aratjo e colaboradores
(2014) encontraram valores de 1,8 mg L! para o ponto de barragem do reservatdrio,
semelhante ao encontrado agora. De acordo com a Resolugado CONAMA 357/05, as
concentragdes de fésforo total para classe 2 devem ser de 0,050 mg L' para
ambientes aquaticos intermedidrios. Todos os pontos apresentaram valores acima da
Resolucdo do CONAMA 357/05, isso pode ser atribuido ao lancamento de esgotos
no reservatério sem o devido tratamento, contribuindo para a eutrofizacdo do
manancial. Em pesquisa realizada por Oliveira (2013), que monitorou o A¢ude Santo
Anasticio nos anos de 2011 e 2012, apresentou valores semelhantes ao ASA 1,
mostrando que o fésforo € constantemente lancado ao longo dos anos.

A concentragio de sulfeto apresentada na tabela 8 variou de 3,13 mg L! de
S?a2,13 mg L' de S durante o periodo amostral, ficando apenas para o ponto ASA
3 abaixo do limite estabelecido pela Resolu¢ao Conama n°® 357/2005 para um corpo
de dgua doce de classe 2 (0,002 mg L' de S2). O sulfeto aparece, nas dguas naturais,
por causa da contaminagdo destas com esgoto sanitdrio, sendo, portanto, a possivel
fonte de contaminacdo no trecho monitorado havendo uma reduc¢do dos niveis
durante todo o trecho do reservatorio.

Coliformes fecais ou Escherichia coli (E. coli) é abundante em fezes
humanas e de animais, sendo somente encontrada em esgotos, dguas naturais e solos
desde que tenham recebido contaminacdo fecal recente, proveniente de efluentes
domésticos.

Os resultados da determinacdo de E. coli apresentados na tabela, indicaram
variagdes acima 4100 coliformes termotolerantes por 100 mililitros apresentando,
portanto, valores de coliformes fecais acima do limite estabelecido pela Resolugao
Conama n° 357/2005 para um corpo de dgua doce de classe 2 (1.000 NMP por 100
mL). A E. coli poderd ser determinada em substituicio ao parametro coliforme
termotolerantes de acordo com limites estabelecidos pelo 6rgdo ambiental

competente.
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5.2 Caracterizacao da amostra de sedimento superficial
Na caracteriza¢iao da amostra de sedimento apresentaram valores de matéria
organica e carbono, conforme Tabela 9, o que indica que este sedimento tenha

capacidade de sorver contaminantes organicos, como os estrogenos.

Tabela 8: Resultados percentual de matéria organica na amostra de sedimento.

Composto % MO
ASA 1
10,56
ASA 2
6,96
ASA 3
4,74

Fonte: Autora, 2016.

5.3 Validacao do método

5.3.1 Seletividade

Na Figura 19 podemos observar os cromatogramas do branco (amostra

ambiental isenta os analitos) e da amostra dopada, que foram sobrepostos e onde €

possivel observar que o método € seletivo ou ndo para os compostos de interesse.
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Figura 19: Cromatogramas do branco e da amostra dopada com 10 ug mL! dos

analitos de interesse.
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Fonte: Autora, 2015.

Analisando a Figura 19, verifica-se que ndo foi observado nenhum pico
interferente eluindo no mesmo tempo de reten¢do dos compostos de interesse, pois
os mesmos estdo bem separados dos demais compostos presentes na amostra. Dessa
forma o método cromatografico mostrou ser seletivo para os compostos de interesse.

Na Tabela 10 estdo apresentados os resultados do tempo de retencio (tR)
dos analitos, obtidos pela injecdo de uma solucdo multielementar de concentracdo

10,0 pg mL!, dos analitos de interesse.

Tabela 9: Valores dos tempos de retencdo da solucdo multielementar de concentra¢io

10,0 ng mL™,

COMPOSTOS TEMPO DE RETENCAO (min)
Cafeina (CAF) 6,28
Estriol (E3) 9,64
17 B Estradiol (E2) 12,40
17 a Etinilestradiol (EE2) 12,94
Estrona (E1) 13,21

Fonte: Autora, 2015.
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5.3.2 Linearidade

e Agua superficial

Os valores do coeficiente de correlacao (R) das curvas analiticas, com
intervalo linear de 0,05 — 8,0 pg mL"!, construidas no solvente metanol e na matriz
(Figura 20) revelaram-se adequados para os todos os analitos estudados (Tabela 11),

sendo obtida uma correlacao linear satisfatoria.

Tabela 10: Resultados obtidos para as curvas analiticas construidas sem e com

superposicdo de matriz.

Solvente Matriz
Composto Equacio (y =ax+b) R Equacio (y =ax + b) R
Estrona (E1) y =72442x - 23420 0,997 y=15732x - 1218,2 0,998
17 estradiol (E2) y =62271x - 16635 0,998 y =11087x + 960,24 0,996
Estriol (E3) y = 157389x - 42076 0,997 y =35298x - 1863,7 0,999
170 etinilestradiol (EE2) y =70075x - 19528 0,998 y =12597x + 1068,2 0,999
Cafeina (CAF) y =353799x - 79486 0,999 y =252568x - 7069,8 0,997

Fonte: Autora, 2015.
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Figura 20: Comparag¢do visual das curvas analiticas no solvente metanol e na matriz

agua.
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o Sedimento
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Os valores do coeficiente de correlagdo (R) das curvas analiticas, com

intervalo linear de 0,4 — 8,0 ug mL"!, construidas no solvente acetonitrila e no extrato

da matriz (Figura 21) revelou-se adequado para os todos os analitos estudados

(Tabelal2), sendo obtida uma correlagado linear satisfatoria.
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Tabela 11: Resultados obtidos para as curvas analiticas dos analitos construidas sem

e com superposi¢ao de matriz.

Solvente Matriz
Composto Equacio (y =ax+b) R Equacio (y =ax +b) R
Estrona (E1) y =38482x + 75,876 00,9998 y =3104,2x + 26989  0,9996
17 estradiol (E2) y=4471x - 186 0,9999  y=6112,5x+2022,6  0,9990
Estriol (E3) y=6422,4x-538,92  0,9999  y=9246,4x - 1051,9  0,9993
170 etinilestradiol (EE2)  y=36559x+ 1,3046  0,9999  y=5032,1x + 522,24  0,9999
Cafeina (CAF) y =100210x - 3799,1  0,9999 y=137390x + 7697  0,9999

Fonte: Autora, 2015.

Figura 21: Comparacdo visual das curvas analiticas no solvente acetonitrila e na

matriz sedimento.
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5.3.3 Sensibilidade

o Agua superficial

A sensibilidade foi expressa pela inclina¢do da curva analitica. A Figura 22

mostra as curvas analiticas dos compostos estudados.

Figura 22: Curvas analiticas obtidas para amatriz dgua.
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Pela Figura 22 € possivel observar as tendéncias da sensibilidade usando o

detector DAD. O composto que apresenta a maior sensibilidade dentre os cinco € a

ciprofloxacina, seguida pela CAF > E3 > E1 > EE2 > E2, conforme valores dos

coeficientes angulares das curvas analiticas dadas na Tabela 6.

e Sedimento

A sensibilidade foi expressa pela inclinag@o da curva analitica. A Figura 23

mostra as curvas analiticas dos compostos estudados.
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Figura 23: Curvas analiticas obtidas para a matriz sedimento.
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Pela Figura 23 € possivel observar as tendéncias da sensibilidade usando o

detector DAD. O composto que apresenta a maior sensibilidade dentre os cinco € a

ciprofloxacina, seguida pela CAF > E1 > E2 > E3 > EE2, conforme valores dos

coeficientes angulares das curvas analiticas dadas na Tabela 6.

5.3.4 Limites de deteccdo (LD) e quantificacao (LQ)

Os limites de detec¢do e de quantificacdo foram determinados pelo método

baseado nos parametros da curva analitica (coeficientes angular e linear), conforme

equagoes 4 e 5. Os valores calculados sdo mostrados nas Tabelas 12 e 13.

e Agua

Tabela 12: LD e LQ para a matriz dgua.

Composto LD (pg L) LQ (ng L)
Estrona (E1) 0,39 1,29
17 estradiol (E2) 0,89 2,97
Estriol (E3) 0,99 3,31
17a etinilestradiol (EE2) 0,26 0,86
Cafeina (CAF) 0,12 0,41

Fonte: Autora, 2015.
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Os valores de LQ e LD obtidos neste trabalho sido considerados satisfatorios
quando comparados com outros estudos da literatura.

Pessoa (2012) determinou a presenca de hormonios nos efluentes e
afluentes de estacdes de tratamento de esgotos em Fortaleza-CE utilizando extra¢do
em fase solida e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas,
encontrando valores de LQ entre 0,117 — 4,72 ug L' para os horménios E1, E2, EE2;
no presente trabalho os LQ para os mesmos compostos variaram de 0,86 — 2,97 ug
L

Verbinnen, Nunes e Vieira (2010) em seu estudo, com amostras ambientais,
encontrou um LD igual a 0,0625 ug L! para o estriol (E3) e 1,25 ug L' parao 17 p-
estradiol (E2), estrona (E1) e 17 a-etinilestradiol (EE2).

No estudo de Aratjo (2014) foram encontrados os LD de 1,543 ug L™
para a cafeina, 0,283 pg L' para o 17 B-estradiol (E2) e 0,383 ug L! para 17 a-
etinilestradiol (EE2), enquanto no de Raimundo (2007) encontrou um valor de LD
igual a 22 pug L' para a cafeina. Alda e colaboradores (2001) encontraram um LD
igual a 0,015 pg L' para os horménios 17 B-estradiol (E2) e 17 a-etinilestradiol
(EE2).

o Sedimento

Tabela 13: LD e LQ para a matriz sedimento.

Composto LD (ngKg") LQ (ngKg)
Estrona (E1) 0,0644 0,2147
17p estradiol (E2) 0,0111 0,0370
Estriol (E3) 0,0085 0,0284
17a etinilestradiol (EE2) 0,0012 0,0039

Fonte: Autora, 2015

Quando comparados a literatura os valores de LQ e LD obtidos neste trabalho
sdo considerados satisfatérios (Tabela 13).

Stewart e colaboradores (2014) determinaram a presenca dos hormoénios
estrona (E1), 17B-estradiol (E2), 17a-etinilestradiol (EE2) e estriol (E3) em

sedimentos estudrios da Nova Zelandia utilizando com detec¢do por cromatografia
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gasosa acoplada a espectrometria de massas, encontrando valores de LQ entre 5 -20
ng g! para os horménios E1 E2, EE2; no presente trabalho os LQ para os mesmos
compostos variaram de 0,0039 — 0,2147 pg L1

No estudo de Martin e colaboradores (2010), em amostras de lodo de esgoto
e sedimentos foram encontrados valores de 1,85 — 0,33 para os compostos estrona
(E1), 17B-estradiol (E2), 17a-etinilestradiol (EE2) e estriol (E3). J4 no trabalho
descrito por Bezerra (2014), na determinacdo de estrogenos na bacia hidrogréfica
Tieté-Jacaré, foram encontrados valores de LD variando de 1,0 pg g-1 para a estrona
e 21,2 — 28,5 ng g'! para os compostos 17p-estradiol (E2), 17a-etinilestradiol (EE2)
e estriol (E3).

5.3.5.Exatidao
° Agua

A exatidao do método analitico foi avaliada por meio de ensaios de
recuperagdo, os quais foram realizados utilizando amostras ambientais dopadas em
trés niveis de concentragdo (120 ug L', 12,8 ug L' e 1,6 pg L), sendo um nivel
alto, um intermedidrio e um baixo. Posteriormente a dopagem, foi executado o
método de extracdo seguida da andlise por HPLC-DAD. Na Tabela 14 sdo
apresentados os resultados dos percentuais de recuperagdo dos analitos em trés niveis

de concentragdo.

Tabela 14: Resultados de recuperagao média (n = 5) e coeficiente de variagao (CV%)

para a matriz dgua.

Composto 120 pg L! 12,8 pg L! 1,6 pg L
Estrona (E1) 79,96 £243 130,90 £+ 8,48 57,92 +£2,55
17 Estradiol (E2) 85,85 +3,52 107,23 £18,00 20,15 +4,00
Estriol (E3) 73,40 £ 4,56 87,87 £4,40 47,30 £2,30
170, etinilestradiol (EE2) 108,65 £3,15 83,68 +13,30 70,81 + 10,02
Cafeina (CAF) 89,70 £ 1,14 85,77 £ 2,81 82,09 +7,59

Fonte: Autora, 2015.

A partir dos dados apresentados na tabela 14, observou-se que as melhores

percentagens de recuperagdes dos analitos foram obtidas o nivel mais alto de
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concentragdo. Para o nivel mais baixo de concentracdo conforme o gréfico da figura
24, podemos observar os menores percentuais de recuperacdo, com precisao de até +

20%, que segundo RIBANI 2004, podem ser aceitos.

Figura 24: Resultados de recuperacdo média (n = 5) e coeficiente de variagcdo (CV %)
/niveis de concentragdo (120 pg L', 12,8 ug L' e 1,6 pg L!) para a matriz dgua.
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Fonte: Autora, 2015.

De um modo geral, é observado que o percentual de recuperacdo entre os
niveis de fortificagc@o variou de 20,15 a 130,90 %. De acordo com Brito et al (2003),
para concentragdes do analitos na amostra, menores ou iguais a 10%% (ppb), a faixa
aceitdvel de recuperacdo estd entre 40-120%. Para a ANVISA (2003), a exatiddo
deve estar entre 80-120% da concentragdo tedrica.

Para RIBANI (2004) os intervalos aceitdveis de recuperagdo para andlise
de residuos geralmente estdo entre 70 e 120%, com precisao de até + 20%. Porém,
dependendo da complexidade analitica e da amostra, este valor pode ser de 50 a
120%, com precisdo de até + 15%.

No estudo de Vidal (2015) foi encontrado uma recuperagdo de 25,77 % para
a Estrona (El), 13,60 % para de 17 B-estradiol (E2) e 50,77 % para o 17 a-
etinilestradiol (EE2), j4 no estudo de Pessoa (2012), utilizando cartucho Oasis
encontrou niveis recuperagdo de 66,00 - 79,00 % para os mesmos compostos.

Para os hormonios Estrona (E1) e 17 B Estriol (E2), MACHADO (2010)
obteve uma faixa de 67- 106 % nos ensaios de recuperacdo, em amostras de d4gua por

HPLC/DAD
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GHISELLI (2006) estudou a quantificacdo com extragao em fase solida
(SPE) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/MS)
encontrou recuperacoes na faixa de 91- 110 % para a cafeina (CAF).

Nesse estudo todos os compostos apresentaram recuperacdes acima de
70,91% com excecdo da Estrona, do 17 B Estradiol e do Estriol para o nivel baixo de

concentracao.

o Sedimento

Os resultados do procedimento para extragdo dos estrogenos e do
estimulante cafeina em amostra de sedimento no nivel de 1ug mL™! (Tabela 15),
revelam a eficiéncia da extracdo para os trés niveis de fortificacdo com valores de
recuperagdo entre 75 — 107% e coeficientes de variacdo entre 0,5 —18,51% para o
tempo de ambienta¢do de 30 min, entre 102 — 138% e coeficientes de variacao entre
3,03 —10,42% para o tempo de ambientacdo de 2 horas e entre 87 — 133% e
coeficientes de variacdo entre 0,91 —18,54% para o tempo de ambientacdo de 24

horas.

Tabela 15: Resultados de recuperacao média (n = 3) e coeficiente de variagao (CV%)

para a matriz sedimento.

30 min de 2h de 24 h de
Composto contato CV % contato CV % contato CV %
Estrona (E1) 110 % 0,50 120 % 3,03 87 % 6,86
17 estradiol (E2) 107 % 18,51 138 % 3,51 106 % 18,54
Estriol (E3) 102 % 5,40 107 % 2,52 91 % 3,48
17a etinilestradiol (EE2) 101 % 8,81 133 % 10,42 133 % 0,91
Cafefna (CAF) 75 % 4,18 103 % 9,49 103 % 7,95

Fonte: Autora, 2016.

BEZERRA (2014) estudou a ocorréncia dos estrégenos naturais e sintéticos
no sedimento do Rio Bauru e Ribeirdo das Cruzes, utilizacdo a técnica de extra¢io
por QUEChERS seguido de andlise simultinea por HPLC-FLD-UV, encontrou
recuperacdes na faixa de 70-139 % para os compostos estrona (E1), 17B-estradiol

(E2), 170-etinilestradiol (EE2) e estriol (E3).
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No estudo de Canaver (2012), foram analisadas matrizes de solo e lodo
bioldgico, com determinagdo analitica feita por HPLC/UV/Fluorescéncia, o método
apresentou recuperacdes na faixa de 46-94%.

Para RIBANI (2004) os intervalos aceitdveis de recuperacao para andlise 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%. Os valores encontrados nesse estudo estdo
inseridos no limite aceitdvel para metodologias de extragdo em matrizes complexas
(80 — 120%) para a ANVISA (2003), com excecdo do 17 estradiol (E2) e do 17a

etinilestradiol (EE2), conforme figura 25.

Figura 25: Resultados de recuperacdo média (n = 3), para a matriz sedimento.
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Fonte: Autora, 2016.

5.3.6 Avaliagao do Efeito Matriz

e Agua

Para o estudo de um método analitico, os possiveis efeitos de matriz na
andlise por cromatografia devem ser levados em consideracdo, visando comprovar a
auséncia ou presenca desse fendmeno sobre uma larga faixa de concentragdo do
analito na matriz. Sabendo disso, foram concebidas curvas analiticas na matriz
ambiental e no solvente. Foi verificada influéncia significativa do efeito de matriz

para todos os analitos de interesse (Tabela 16), onde o efeito se pronunciou de forma
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negativa, de modo que se os analitos forem quantificados através das curvas
analiticas obtidas no solvente, a concentracdo dos analitos na matriz seria
subestimada, dado o efeito negativo da matriz.

Quando comparadas as curvas analiticas uma preparada na matriz e outra
preparada em solvente, verificou-se forte efeito matriz para os compostos estudados;
na cafeina o efeito de matriz foi pouco significativo, em amostras sélidas a remoc¢ao
de possiveis interferentes contidos na matriz da amostra corrobora para uma redugao
do provavel efeito matriz causado por componentes provenientes da amostra.

Particularmente para a cromatografia liquida, diversos analitos sofrem com
o efeito de matriz. Esse caso é muito evidenciado em matrizes complexas, onde a
intensidade do efeito de matriz € influenciada pela natureza complexa da amostra e
pelos tipos de coextrativos (tamanho das moléculas, polaridade, etc.) presente na
amostra. Sendo assim, os componentes da matriz tém influéncia direta na
quantificacdo dos compostos, de maneira que o efeito da matriz € mais significativo
em amostras complexa (GUEDES 2014).

Observando-se visualmente as inclinacdes das curvas analiticas (Figura
26), podemos associar com os resultados do efeito de matriz, sugerindo a utilizacao

das curvas analiticas preparadas na matriz para a quantificacao dos analitos.

Tabela 16: Efeito matriz (%) dos compostos estudados na matriz agua.

Composto Efeito Matriz %
Estrona (E1) -78,22
17 B Estradiol (E2) -82,26
Estriol (E3) -77,93
17 a Etinilestradiol (EE2) -81,84
Cafeina (CAF) -29,36

Fonte: Autora, 2015.
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Figura 26: Comparag¢ao visual do efeito de matriz na matriz dgua.
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Fonte: Autora, 2015.

o Sedimento

O estudo de efeito matriz produzido pelo método QUEChERS em sedimento
foi realizado a partir de sete pontos da curva de calibragdo adicionados ao extrato da
matriz. As curvas analiticas e andlise estatistica estdo representadas na Figura 27 e
Tabela 17, as quais demonstram um aumento na resposta do sinal analitico para todos

0s estrégenos.

Tabela 17: Efeito matriz (%) dos compostos estudados na matriz sedimento.

Composto Efeito Matriz %
Estrona (E1) 142
17 estradiol (E2) 37
Estriol (E3) 44
17a etinilestradiol (EE2) 38
Cafeina (CAF) 37

Fonte: Autora, 2016.
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Figura 27:
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Quanto a sensibilidade, o método QuEChERS provoca efeito matriz

significativo para E1, E2, E3, EE2 e CAF com superestimacao de 142 %, 36 %, 44

9, 38 % e 37 % do sinal analitico, respectivamente. Esse efeito matriz pode ser

atribuido a complexidade dessa matriz ambiental que € constituida por compostos

organicos, inorganicos, substancias humicas e nao hiimicas entre outros.

Dessa forma, a quantificacido desses analitos deve ser realizada pela curva

preparada no extrato da matriz, uma vez que a resposta dos padroes foi

estatisticamente diferente entre as curvas, demonstrando a presenga de efeito matriz

significativo.
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5.4 Analise dos interferentes enddcrinos e da cafeina na amostra ambiental

e Agua

O estudo constituiu de trés coletas em trés pontos, ASA 1, ASA 2 e ASA 3
considerados especificos para o estudo. Os cromatogramas obtidos apresentaram
poucos picos cromatograficos, referentes aos compostos de interesse, ao contrario do
que se esperava, visto constatacdo comprovada de lancamento de efluentes ndo
tratados no acude.

Diante disto, foi concluido que apenas o composto cafeina conseguiu ser
detectado, no ponto ASA 1, nas trés companhas amostrais foram encontrados os
valores de 0,54 ug L''; 0,93 pg L' € 0,79 pg L.

A cafeina € considerada uns dos principais indicadores no aporte de
espécies antropicas em sistemas aquaticos naturais (SIEGENER; CHEN, 2002). A
presenca deste composto estd relacionada diretamente com o despejo de esgoto
doméstico ndo tratado nessas matrizes, o que indica o elevado nivel de degradagdo
em que se encontram o corpo hidrico. A concentracdo de cafeina encontrada no
primeiro ponto (ASA1) confirma o que era esperado devido ao lancamento frequente
e sem tratamento de efluentes domésticos da comunidade pr6xima, no segundo ponto
(ASAZ2) ndo foi detectado, evidenciado uma provével degradacdo desse composto ao
longo do corpo hidrico.

LISBOA FILHO (2012) em seu estudo utilizando a técnica SPE-CG-MS, a
estrona foi detectada apenas na estacdo seca em duas amostras a uma concentragao
de 0,07 ug L', Nas amostras coletadas nos corpos d’4agua da Bafa de Todos os Santos
(BTS), ndo foi detectada a presenca de estrona, pois esta encontrava-se em niveis
abaixo do limite de quantificacdo do método proposto.

O estudo de RAIMUNDO (2007), apresentou baixa contaminagdo por
cafeina, com resultados abaixo do limite de detec¢do para cafeina, igual a 0,01 pg L
!, enquanto que o 17a- etinilestradiol (EE2) ndo foi determinado em sua terceira
campanha e esteve presente em apenas 5 das 34 amostras analisadas. Ja a estrona ndo
foi detectado nas amostras em concentragdes superiores aos seus limites de detec¢ao

que foram estabelecidos em 16 ng L.
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No presente estudo ndo foram detectados niveis significativos dos IE,
provavelmente devido aos seus altos valores de coeficiente de particio (Kow),

descritos na tabela 2.

o Sedimento

Na matriz sedimento avaliada no Acude Santo Anasticio foram encontradas
concentragdes de dois estrogenos inseridos neste trabalho. Detectou-se a presencga
desses compostos durante a campanha de amostral de agosto de 2015, o composto17
estradiol em dois dos trés pontos selecionados, e o estrogeno estriol foi detectado nos
trés pontos de coleta, os demais compostos apresentaram concentracdes abaixo do

limite de quantificacdo (Tabela 18).

Tabela 18: Concentracdo dos DEs e do estimulante cafeina no sedimento.

Composto ASA1 mg Kg!  ASA2mgKg! ASA3 mg Kg!
Estrona (E1) <LQ <LQ <LQ
17p estradiol (E2) <LQ 0,76 1,74
Estriol (E3) 3,53 4,94 3,81
170 etinilestradiol (EE2) <LQ <LQ <LQ
Cafeina (CAF) <LQ <LQ <LQ

Fonte: Autora, 2016.

6. CONCLUSAO

O desenvolvimento da metodologia analitica para a identificagdo e
quantificacdo dos hormdnios estrogenos naturais Estrona, 17p-estradiol, Estriol, do
hormonio sintético 17a-etinilestradiol e do estimulante cafeina, em dguas superficiais
utilizando a técnica de extracdo em fase sélida (SPE) e no sedimento usando a técnica
de extracdo so6lido-liquido QUEChERS, seguida de analise por cromatografia liquida
de alta efici€éncia acoplada ao detector de arranjo de diodos foi realizada com éxito.

As condigdes cromatogréficas estabelecidas para a determinagdo simultanea
dos compostos estudados consistiu de fase mével formada por acetonitrila (ACN) e

dgua acidificada pH 2, no modo gradiente, com fluxo variando de 1,0 a 2,0 mL min
1
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O método cromatogréfico utilizado foi considerado validado, uma vez que
os resultados de seletividade, linearidade, precisdo e recuperacao foram satisfatorios
quando comparado com valores estimados na literatura.

A andlise das amostras ambientais realizadas em diferentes detectou a
presenca de pelo menos um estrégeno em 100% das amostras de sedimentos
coletadas no Acgude Santo Anasticio. Na fase 4dgua, apenas o ponto ASA 1 das
amostras coletadas apresentou a presenca da estimulante cafeina.

Dos estrogenos quantificados, o natural E3 que corresponde ao produto de
degradacao do E2, esteve presente em aproximadamente 100% das amostras de
sedimento o que pode estar intrinsecamente relacionado ao fato desse manancial

receber descarga continua de efluente sem tratamento ao longo do seu curso.
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