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RESUMO

Os parabenos sao ésteres derivados do acido 4-hidroxibenzéico frequentemente
utilizados como conservantes em medicamentos, alimentos e em produtos de higiene
pessoal, devido seu amplo espectro de atividade antimicrobiana, baixo custo e boa
estabilidade quimica nestas formulacées. Estudos vém reportando a influéncia da
exposicdo dos parabenos a saude humana, inclusive quanto a possivel acao
estrogénica destes. No entanto, a avaliagcdo dos aspectos ambientais, em especial
nos ecossistemas aquaticos ainda é escassa, com dados reportados no Brasil, apenas
ha uma década. Neste trabalho, um método para determinagao de metil, etil, propil e
butilparabenos em aguas foi desenvolvido e validado. Utilizou-se a técnica de
microextragdo dispersiva liquido-liquido para extragdo e pré-concentracdo dos
parabenos acoplada a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo
de diodos (DLLME-HPLC-DAD) para quantificagdo. Planejamento fatorial completo 23
com ponto central foi aplicado para otimizacéo da extracdo, com as variaveis: volumes
de solventes extracao, dispersao e volume de amostra. Também foi aplicada a fung¢ao
estatistica desejabilidade (D). Nas condi¢des otimizadas, acetona e decanol foram
selecionados como solventes de dispersao/extragao, respectivamente, na proporgao
de 700 pL/90 pL e 10 mL de volume de amostra, valor de D acima de 0,80 e pH entre
5,0 e 6,0. O método apresentou boa linearidade, coeficientes de correlagao (r)
variando de 0,9957 a 0,9989, limites de deteccgao (LD) variando entre 0,5-1,0 uygL"e
limites de quantificagdo (LQ) entre 1,0-2,0 yg L™'. A recuperacao foi de 88-115%. O
método foi aplicado na determinagdo de parabenos em amostras de agua de 13
acudes (Ceard, Brasil), porém todos os resultados apresentaram-se abaixo do LQ do
método. Estudos de avaliagdo da qualidade hidrica destas amostras por Analise de
Componentes Principais (ACP), evidenciaram a existéncia de dois grupos distintos de
parametros de maior influéncia na qualidade hidrica: um fisico-quimico e outro
ambiental, cujo parémetros, estdo relacionados a contaminagdo por esgoto
domeéstico, constituindo como principal fonte de contaminagdo de parabenos nestes

recursos hidricos.

Palavras-chave: parabenos; microextragdo dispersiva liquido-liquido; aguas

superficiais.



ABSTRACT

Parabens are esters derived from 4-hydroxybenzoic acid widely used as preservatives
in medicines, foods and personal care products, due to their broad spectrum of
antimicrobial activity, low cost and good chemical stability in these formulations.
Studies have reported the influence of exposure to parabens on human health,
including their possible estrogenic action. However, the assessment of the
environmental aspects of this exposure, especially in aquatic ecosystems, is still
scarce, with data reported in Brazil only a decade ago. In this work, a method for the
determination of methyl, ethyl, propyl and butyl parabens in water was developed and
validated to the quantification of these compounds in surface water. The dispersive
liquid-liquid microextraction (DLLME) technique was used for extraction and pre-
concentration of parabens coupled with high performance liquid chromatography with
diode array detector (DLLME-HPLC-DAD) for quantification. Full factorial design 23
with central point was applied to optimize the extraction, with the variables: extraction
solvent volumes, dispersion and sample volume. The statistical desirability function (D)
was also applied. In the optimized results, acetone and decanol were selected as
disperser/extraction solvents, respectively, for the volume 700 uyL/90 uL, 10 mL of
sample volume, with value D above 0.80 and pH between 5.0 and 6.0. The method
exhibits good linearity, correlation coefficients (r) varying from 0.9957 to 0.9989, limits
of detection (LOD) ranging from 0.5-1.0 yg L' and limits of quantification (LOQ)
between 1.0-2.0 ug L. Recovery rates showed from 88-115%. The method was
applied to determine parabens in water samples from 13 reservoirs (Ceara, Brazil),
and all results were below the LOQ of the method. The Principal Component Analysis
(PCA) showed the existence by 2 groups of variables with the greatest influence on
the water quality: the physical-chemical and environmental, whose parameters are
related to contamination by domestic sewage, constituting the main source of

contamination of parabens in these water resources.

Keywords: parabens; dispersive liquid-liquid microextraction; surface water.
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1 INTRODUGCAO

O monitoramento ambiental dos chamados contaminantes emergentes
(CE) tem despertado grande interesse na comunidade cientifica, principalmente pelo
reconhecimento de seus efeitos na toxicidade aquatica, genotoxicidade, e disrupgao
endécrina  (AQUINO; BRANDT; CHERNICHARO, 2013);(VIDAL et al,
2015)(RICHARDSON; TERNES, 2018).

Dentre eles, podem ser citados os parabenos, que sdo compostos quimicos
derivados do acido 4-hidroxibenzéico, obtidos a partir de sua esterificacdo com
substituintes alquil, que variam de metil a butil (ANDERSEN, 2008) (LINCHO;
MARTINS; GOMES, 2021), sendo comumente utilizados como conservantes em
formulagdes farmacéuticas e nos chamados produtos de higiene pessoal (PHP)
(BORREMANS et al., 2004) (BRAUSCH; RAND, 2011) (ZHU; KANNAN, 2020).

No entanto, estudos relataram que os parabenos podem ser classificados
como desreguladores endocrinos (DE) em humanos e em animais (LINCHO;
MARTINS; GOMES, 2021). No caso dos seres humanos, foi identificada a presenca
dos parabenos, pela primeira vez, em células neoplasicas mamarias (DARBRE et al.,
2004), além de correlacionar disturbios na concentragdo de hormonios femininos com
a exposicao aos mesmos (AKER et al., 2016)(ZHU; KANNAN, 2020).

Os parabenos quando aplicados sobre a pele sdo rapidamente absorvidos
e metabolizados pela enzima carboxilesterase, tendo como principal metabdlito o
acido p-hidroxibenzadico, derivado do processo de hidrélise do parabeno, que também
possui atividade estrogénica, porém menor que o respectivo éster (BOBERG et al.,
2010) (SHIRAI et al., 2013). No entanto, € possivel a bioacumulagao dos parabenos
em diversos tecidos humanos, justificada pelo seu uso excessivo (DARBRE;
HARVEY, 2008). Varios estudos indicaram a presenga de parabenos no tecido
placentario humano, leite materno, liquido amnidtico, plasma sanguineo e
urina(JIMENEZ-DIAZ et al., 2011) (SCHLUMPF et al., 2010) (WANG et al., 2012) (LI
et al., 2020).

Embora a ocorréncia dos parabenos para uso como conservante tenha sido

estudada extensivamente, o impacto e a distribuicdo ambiental destes comecaram a
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ser relatados apenas no final da década de 90. Em 1996 foi publicado o primeiro
estudo onde foram detectados parabenos em aguas (PAXEUS, 1996). Estes sdo
comumente introduzidos no ambiente aquatico através das descargas de aguas
residuarias de estagbes de tratamento de aguas e de efluentes industriais, em que
maiores indices de contaminacdo dependem de fatores tais como localizagéo
geografica, condigdes climaticas, bem como a eficiéncia das estag¢des de tratamento
de aguas e efluentes (GASPERI et al., 2014) (GALINARO; PEREIRA; VIEIRA, 2015).

No Brasil, poucos trabalhos foram publicados quanto a contaminag¢ao das
aguas superficiais por parabenos, e ha menos de uma década. Silveira e
colaboradores (2013) detectaram, pela primeira vez na regido Sul, MeP nas aguas
superficiais do Rio Grande (Rio Grande, RS) com niveis de concentragao variando
entre 7,60 e 29,80 ug L. Até o presente, a maior parte dos trabalhos publicados se
concentram nas regioes sul e sudeste do Brasil. Ainda ndo existem dados quanto a
ocorréncia dos parabenos nas aguas superficiais do norte e nordeste brasileiro,
apesar de outros contaminantes emergentes ja terem sido identificados, tais como
bisfenol A, 17a-etinilestradiol (MELO; BRITO, 2014) ( MOREIRA, 2014), cafeina, além
do esterdide androstano (MAYNARD et al., 2019).

No estado Ceara especificamente ja foram identificados alguns CE em suas
aguas superficiais. Araujo (2015) detectou a presenga dos horménios 173-estradiol e
17a-etinilestradiol nas aguas do agude Gavido. Souza (2011) identificou a presenca
de cafeina, colesterol, coprostanol e diferentes tipos de ftalatos nas aguas do rio
Maranguapinho. Os dados escassos quanto a ocorréncia de outros contaminantes
emergentes, tais como os parabenos nas aguas superficiais cearenses corroboram
com a urgente necessidade de realizagdo do monitoramento ambiental destes
recursos hidricos, uma vez que, sem o conhecimento da qualidade das aguas brutas,
torna-se dificil a verificacdo da eficiéncia nos processos de tratamento de aguas, bem

como a otimizacao destes.

Varios métodos de analise tém sido desenvolvidos para detecgdo e
quantificacdo de parabenos em matrizes aquosas como aguas superficiais,
subterraneas, agua potavel e efluentes domésticos e/ou industriais. Dentre eles, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € de longe a mais utilizada(XU et al.,
2013) (OCANA-GONZALEZ et al., 2015) em combinacdo com varios tipos de
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detectores, tais como espectrofotométrico ultravioleta-visivel (UV-Vis) (NUNEZ et al.,
2010) e espectrometria de massas (EM)(SILVEIRA et al., 2013) (CALDAS et al.,
2019). No entanto, como a concentragéo de parabenos atinge niveis de tragos nessas
matrizes, as etapas de pré-concentragdo e extracdo geralmente sdo necessarias

antes da analise.

Os métodos de extragao liquido-liquido (ELL) sdo amplamente utilizados,
apesar dos impactos negativos ambientais e financeiros e do alto consumo de
solventes cancerigenos (HERRERA-HERRERA et al., 2010) (BUARQUE et al., 2019).
Para minimizar tais impactos, foi desenvolvida, na década de 90, uma miniaturizagao
do ELL, uma microextragcdo em fase liquida (ALVES, 2014) e, em 2006, uma variante
dessa técnica, a microextragdo dispersiva liquido-liquido (DLLME, do inglés dispersive
liquid-liquid  microextraction) (REZAEE et al, 2006), visando a pré-

concentragao/extragao de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) em agua.

Na DLLME, uma mistura, em proporgdes adequadas, de solvente extrator
e dispersor é injetada rapidamente na amostra aquosa afim de formar um ponto nuvem
(solugao turva). Desta forma, o solvente extrator € disperso na fase aquosa em gotas
muito finas extraindo os analitos de interesse. A dispersdo do solvente extrator é
favorecida pelo solvente dispersor, que deve ser soluvel na amostra aquosa e no
solvente extrator (fase organica). Com a dispersdo, ocorre o aumento da area
superficial entre o solvente extrator e a amostra aquosa sendo o equilibrio atingido
rapidamente. O material em seguida € centrifugado e o solvente extrator contendo os
analitos € entdo recolhido e analisado por uma técnica adequada. Sua principal
vantagem € que tal extragcdo independe do tempo, sendo considerada como uma

técnica dependente apenas do equilibrio de particdo (WEN et al., 2011).

Pelo fato da DLLME ser um método de extragao/pré-concentragcio simples,
de facil controle operacional, rapido, barato, ambientalmente seguro dependendo da
escolha dos solventes, e com bons niveis de recuperacao, este foi escolhido para o
desenvolvimento de metodologia de extragao/pré-concentragado e quantificagdo por
CLAE com detecgdo por arranjo de diodos (DAD) de metilparabeno (MeP),
etilparabeno (EtP), propilparabeno (PrP) e butilparabeno (BtP) presentes nas aguas

superficiais destinadas ao consumo humano monitoradas pela Companhia de Gestao
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de Recursos Hidricos (COGERH) no estado do Ceara, foco principal deste presente

estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar metodologia analitica de extracdo por DLLME
acoplada a HPLC-DAD para quantificagao de MeP, EtP, PrP e BtP e aplicar em aguas

superficiais destinadas ao consumo humano no estado do Ceara.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v/ Otimizar as condigdes de separagao cromatograficas para analise de MeP, EtP,
PrP e BtP por HPLC-DAD;

v Selecionar o melhor par de solventes de extragao/dispersédo por DLLME;

v' Otimizar método de extracdo por DLLME utilizando a ferramenta de
planejamento experimental,

v"Avaliar o efeito do pH na eficiéncia da extragdo por DLLME;

v' Validar a metodologia de analise dos parabenos por DLLME acoplada a HPLC-
DAD através da obtengéao de figuras de mérito;

v" Aplicar a metodologia desenvolvida para a quantificagdo dos parabenos em
amostras de aguas superficiais do estado do Ceara por DLLME-HPLC-DAD;

v Avaliar a qualidade hidrica das aguas superficiais analisadas utilizando analise
multivariada;

v'  Estabelecer a relagdo entre a ocorréncia de parabenos e qualidade hidrica nas

aguas superficiais analisadas.
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3 REVISAO BILIOGRAFICA

3.1 PARABENOS

3.1.1 Definigao e usos

Os parabenos constituem um grupo de substancias quimicas derivados do
acido 4-hidroxibenzoico, obtidos a partir da esterificacdo desse, com substituintes
alquilicos, que variam do metilparabeno (MeP), etilparabeno (EtP), propilparabeno
(PrP) ao butilparabeno (BtP), conforme ilustrado na Figura 1 (CIR, 2008). Estes, vem
sendo bastante utilizados como conservantes em alimentos, em produtos
farmacéuticos e principalmente nos produtos de higiene e cuidado pessoal (PHCP) ou
PCPs (do inglés, personal care products), definidos pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como “preparagbes constituidas por substancias
naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo humano, pele,
sistema capilar, unhas, labios, 6rgaos genitais externos, dentes e membranas
mucosas da cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou principal de limpa-los,
perfuma-los, alterar sua aparéncia e ou corrigir odores corporais e ou protegé-los ou
manté-los em bom estado” (Resolugdo RDC N. 211 ANVISA, 2005).

Figura 1 - Formula estrutural dos parabenos

0 R =CHs Metilparabeno
R = C2Hs Etilparabeno
R = C3H7 Propilparabeno

HO
R = CsHy Butilparabeno

Fonte: A autora ( ChemSketch)
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Os primeiros relatos do uso dos parabenos como conservantes em
medicamentos sdo da década de 1920 (SONI; CARABIN; BURDOCK, 2005) (GULLE
et al., 2019). A larga utilizagao dos parabenos ¢ justificada principalmente pelo seu
amplo espectro de atividade antimicrobiana e pelo baixo custo, além da boa
solubilidade em emulsdes cosméticas, boa estabilidade quimica em valores de pH
comumente usados em formulagdes cosméticas (SONI; CARABIN; BURDOCK, 2005)
(RADOVAN et al., 2008) (TAVARES et al., 2009) (BLEDZKA; GROMADZINSKA;
WASOWICZ, 2014) (FDA, 2022). Na Tabela 1 constam algumas propriedades fisicas
e quimicas dos parabenos, tais como pontos de fusdo e ebulicdo, solubilidade em

agua, constantes de acidez e coeficientes de particdo octanol/agua.

Tabela 1 - Propriedades fisicas e quimicas dos parabenos.

Composto MeP EtP PrP BtP
Massa Molar - g mol-* 152,15 166,17 180,08 194,23
Solub. em agua - g/100 mL 2,00 0,86 0,30 0,15
Ponto de fusao - °C 131 115-118 96-98 68-69
Ponto de ebuligdo - °C 270-280 297 Sem Sem
Const. de acidez - pKa, 8,47 8,50 8,47 8,47
Coef. de particao - Kow 1,66 2,19 2,71 3,24

Fonte: Gomes, 2016; Merck, 2017.

Alguns estudos reportam que a atividade antimicrobiana dos parabenos
esta associada ao tamanho da cadeia alifatica, ou seja, quanto maior a cadeia, melhor
a atuacao deste como conservante (BORREMANS et al., 2004) (HAMAN et al., 2015).
No entanto, o MeP e o EtP sdo os mais largamente utilizados devido a maior
solubilidade destes nas formula¢cées(SONI; CARABIN; BURDOCK, 2005) (DARBRE;
HARVEY, 2008) (NOWAK et al., 2018). A aplicacao limitada dos parabenos de maior
cadeia alifatica também esta relacionada a possibilidade desses possuirem maior
atividade estrogénica segundo alguns estudos (BOBERG et al., 2010)(SHIRAI et al.,
2013).

A ANVISA com o intuito de garantir a seguranga dos seus consumidores,
regulamentou os valores de Maxima Concentragédo Autorizada (MCA) dos parabenos,
quando esses sao utilizados como conservantes, em diversas matrizes tais como os
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PCPs, perfumes, alimentos e medicamentos por meio da Resolugdo da Diretoria
Colegiada N°29 de 1 de junho de 2012 (RDC 29/2012) que trata da “lista de
substancias de acdo conservante permitidas para produtos de higiene pessoal,

cosmeéticos e perfumes" . Os valores de MCA estao dispostos na Tabela 2:

Tabela 2 - Valores de MCA de parabenos em formulacdes

Substancia MCA
Acido 4-hidroxibenzdico, 0,4% expresso como acido individual
seus sais e ésteres 0,8% para misturas de sais ou ésteres

Fonte: ANVISA, 2012

Os valores MCA segundo a ANVISA correspondem a 0,4% para uso dos
derivados do acido 4-hidroxibenzoico, seus sais ou ésteres de modo isolado e 0,8%
para misturas de seus sais ou ésteres. Como pais membro do Mercado Comum do
Sul (MERCOSUL) a RDC 029/2012 esta alinhada as legislagbes pertinentes com os
demais paises membro do bloco. Nos Estados Unidos da América (EUA), Canada e
paises membro da Unido Europeia (EU) os valores de MCA sao os mesmos que 0s
do Brasil (LI et al., 2020). No entanto, o uso do PrP e do BtP é proibido em produtos
cosméticos infantis devido ao risco potencial de atividade no sistema endécrino
(SPADOTO, 2017). No Japéo os valores de MCA correspondem a 1% do total de
parabenos (BLEDZKA; GROMADZINSKA; WASOWICZ, 2014).

3.1.2 Aspectos toxicologicos

Como os parabenos constituem o grupo de conservantes mais utilizados
nos PCPs, perfumes e alimentos, o contato com os mesmos costuma ocorrer através
da inalagao, pela epiderme e também por ingestdo (SONI; CARABIN; BURDOCK,
2005) (NOWAK et al., 2018). No entanto, o contato através da epiderme, por meio da
aplicacao de diversos produtos sobre a pele configura-se como a principal forma de

exposi¢cao aos parabenos.

Os parabenos sao rapidamente absorvidos e metabolizados pela enzima

carboxilesterase presente nos tecidos e dentro do organismo, tendo como principal
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metabdlito o acido p-hidroxibenzdico, que possui atividade estrogénica inferior aos
seus respectivos ésteres, sendo excretado principalmente pela urina (SHIRAI et al.,
2013) (RAZA et al., 2018).

Alguns autores reportam a possibilidade de bioacumulagao dos parabenos
em diversos tecidos, devido a exposigcao excessiva aos mesmos, em condicdes tais
que, a quantidade de enzima presente na pele nao seria adequada para total hidrélise
dos parabenos (CHEN et al., 2007) (SHIRAI et al., 2013).A literatura também reporta
que ja foram encontrados parabenos em tecido de placenta, no leite, liquido amnidtico,
no plasma sanguineo e na urina de seres humanos(WU et al., 2008) (SCHLUMPF et
al., 2010)(WANG et al., 2012) (GIULIVO et al., 2016) (RAZA et al., 2018).

Devido a presencga dos parabenos em diversas matrizes humanas, muitos
estudos vém sendo conduzidos a fim de avaliar o potencial efeito estrogénico dos
parabenos. Em um estudo desenvolvido por Oishi (2002), foi verificado a diminuicao
significativa dos niveis de testosterona de camundongos e ratos expostos ao PrP e
BtP. Vo et al. (2010) avaliaram o efeito estrogénico dos parabenos durante os estagios
pré-pubere e pos-natal de ratas onde foram observadas mudangas significativas no
peso dos ovarios, das glandulas suprarenais, tireoide, figado, rins além de alteracdes
histopatologicas nos 6rgaos reprodutivos destas tais como, aumento do numero de
foliculos cisticos. Além disso, também foi observado a capacidade dos parabenos de
alterar processos de espermatogénese e esteroidogénese em ratos machos (ZHANG
et al., 2014).

Alguns estudos reportados na literatura indicam a correlagéo da presencga
de parabenos n&o metabolizados e cancer de mama. Em 2004, Darbre e
colaboradores, identificaram tragos de parabenos em células mamarias neoplasicas,
sendo 0 MeP encontrado em 62% destas amostras. Foi demonstrado que os
parabenos podem estimular o crescimento destas células neoplasicas (GIULIVO et
al., 2016), além de aumentar as propriedades migratorias e invasivas destas células
conforme estudos conduzidos in vitro (KHANNA; DASH; DARBRE, 2014).

3.2 OCORRENCIA DE PARABENOS EM MATRIZES AMBIENTAIS
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Embora a utilizacdo dos parabenos como conservantes tenha sido
estudada extensivamente, o impacto e a distribuicdo ambiental desses comegaram a
ser relatados apenas no final da década de 90. Em 1996 foi publicado o primeiro
estudo onde foram detectados parabenos em aguas residuarias de uma estagéo de
tratamento de esgoto na Suécia (PAXEUS, 1996).

Devido a presencga onipresente dos parabenos em cerca de 80% dos PHPs
(BLEDZKA; GROMADZINSKA; WASOWICZ, 2014), em produtos farmacéuticos
(SILVA; EMIDIO; MARCHI, 2015) (LI et al., 2020) e alimentares (JAIN et al., 2013)
(ALSHANA; ERTAS; GOLER, 2015), isto faz com que os mesmos sejam lan¢ados
continuamente no ambiente e, consequentemente, favorecendo a contaminagédo dos
recursos hidricos (OISHI, 2002) (HAMAN et al., 2015). Estes s&o comumente
introduzidos no ambiente aquatico através das descargas de aguas residuarias de
estagcdes de tratamento de aguas e de efluentes industriais, em que indices de
contaminagdo dependem de diversos fatores, tais como localizagdo geografica,
condi¢des climaticas, bem como a eficiéncia das estagdes de tratamento de aguas e
efluentes (GASPERI et al., 2014) (ZGOtLA-GRZESKOWIAK et al., 2016) (LI et al.,
2016).

Ja foi relatada a ocorréncia de parabenos em aguas superficiais e para
consumo humano em diversas regides do mundo. Nas aguas do rio Aveiro (Portugal)
foi identificado a presengca de MeP, EtP, PrP, BtP e benzilparabenos (BzP) em
concentragdes, no geral, baixissimas, variando entre 0,0002 a 0,0064 ug L', com
concentragbes mais elevadas para o PrP, sugerindo descarga continua de aguas
residuais nao tratadas (ou tratadas de forma ineficaz) neste rio, segundo os autores
(JONKERS et al., 2010). Foram detectados no rio Turia (Espanha) a ocorréncia de 21
PHPs e farmacéuticos, e dentre estes, MeP e PrP em cerca de 80% das amostras
analisadas, com o PrP numa concentracdo maxima de 5,02 ug L' (CARMONA;
ANDREU; PICO, 2014). No mesmo trabalho publicado por Carmona et al. (2014)
ainda foi relatado a ocorréncia de MeP e EtP em aguas de torneira coletadas em
diferentes cidades pertencentes a bacia hidrografica do rio Turia, no entanto, os
valores médios detectados foram baixos, sendo 0,012 e 0,009 ug L' para o MeP e

EtP, respectivamente.
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No continente asiatico, Li e colaboradores (2016) analisaram a ocorréncia
de oito parabenos e, alguns de seus derivados clorados, nas aguas superficiais de
rios e lagos urbano da cidade de Pequim (China). Este estudo pode verificar a
ocorréncia onipresente dos parabenos nestes recursos hidricos, com concentragdes
médias em torno de 0,044 pg L', além da identificacdo da ocorréncia do
octilparabeno (OcP), pela primeira vez, em aguas superficiais chinesas. Ja no
continente africano, no estado de Osun (Nigéria), foram encontrados valores elevados
de MeP em aguas superficiais e subterraneas, na ordem de 163 ug L' e 68 ug L™,
respectivamente (BOLUJOKO, 2022).

No Brasil, poucos trabalhos foram publicados quanto a ocorréncia dos
parabenos em aguas superficiais e/ou para consumo humano. Na Tabela 3, séo
apresentados os resultados de uma revisao bibliografica utilizando as bases de dados
Scielo e Google Académico, com os seguintes descritores: parabenos, aguas e Brasil
e seus correspondentes vernaculos na lingua inglesa: parabens, water e Brazil. Foram
selecionados artigos, teses e dissertagdes em portugués ou em inglés, sem restricbes
quanto ao periodo das publicacbes, desde que tratassem da identificacdo da

ocorréncia de parabenos em aguas superficiais e/ou destinadas ao consumo humano.

Como pode ser observado na Tabela 3, os primeiros dados sobre a
contaminagao das aguas superficiais por parabenos no Brasil foram publicados ha
menos de uma década. O estado da arte que tange a ocorréncia de parabenos nas
aguas brasileiras esta voltado predominantemente para o desenvolvimento e/ou
adaptacgdes de metodologias e técnicas de analise, trazendo uma avaliagao ambiental,

de monitoramento, ainda timida.

Silveira e colaboradores (2013) detectaram, pela primeira vez, MeP nas
aguas superficiais do Rio Grande (Rio Grande, RS) com niveis de concentragao
variando entre 7,60 e 29,80 ug L. No mesmo ano, Luizete (2013) identificou a
presenca de MeP nas aguas superficiais do Rio Ribeirdo das Cruzes (Araraquara,
SP), no ponto a jusante de uma ETE, na concentragdo de 0,206 ug L™, sugerindo a
possivel ineficiéncia do sistema de tratamento de esgoto no processo de remogao

para este parabeno.
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Tabela 3 - Revisao bibliografica das bases de dados Scielo e Google Académico

sem restricdes quanto ao periodo das publicacdes.

Analitos Técnica Matriz/Localidade Autor
MeP SPE- LC-ESI-  Aguas superficiais e Silveira et al,
MS/MS potavel/ Rio Grande-RS 2013
MeP, EtP, SPE-GC-MS Aguas Luizete, 2013
PrP, BtP, n- superficiais/Araraquara-SP
BtP
MeP e PrP SPE-LC-MS-MS Aguas superficiais — Salto (KOERICH,
do Lontra/PR 2015)
MeP,EtP, PrP, DLLME-HPLC- Aguas superficiais/S&o ( GALINARO et
BtP DAD Paulo-SP al., 2015)
MeP e EtP BAME-HPLC- Aguas (DIAS et al.,
DAD superficiais/Florianépolis- 2015)
SC
MeP, EtP, SPE-GC-MS Aguas superficiais/Curitiba- ( SANTOS et al.,
PrP, BtP e PR 2016)
BzP
MeP e EtP BAME-HPLC- Aguas MAFRA, 2016
DAD superficiais/Floriandpolis-
SC
PrP e BtP DLLME-HPLC-  Aguas superficiais — S&o GOMES, 2016
uv José do Rio Pardo-SP
EtP, PrP, BtP MEPS -UPLC- Aguas superficiais/ Sao (FUMES;
e BzP MS Carlos -SP LANCAS, 2017)
MeP, EtP, SPE-GC-MS- Agua de rio/ Curitiba-PR (MIZUKAWA et
PrP, BtP MS al., 2018)
MeP, EtP, PrP SPE-GC-MS- Aguas de rio/Floriandpolis-  (VIEIRA et al.,
e isoBtP MS SC 2018)
MeP SPE-LC-MS-MS Agua de agude/ Séo (POMPEI et al.,
Carlos-SP 2019)
MeP e PrP SPE-HPLC-MS  Aguas de rio e de torneira/  (CALDAS et al.,
Rio Grande e Pelotas-RS 2019)
MeP, EtP, LLE-HPLC-DAD Aguas de rio e esgoto/ Sdo  (DERISSO et al.,
PrP, BtP Carlos-SP 2020)
MeP, EtP, SPE-GC-MS- Aguas de rio/ Londrina-PR  (REICHERT et
PrP, BtP MS al., 2020)
MeP, EtP, BAUE-HPLC- Aguas de rio/Orleans-SC ( MORELLI et
PrP, BtP DAD al., 2020)
MeP e EtP SPE-HPLC-MS- Aguas de rio/ Sdo Luis/MA  (CHAVES et al.,
MS 2020)
MeP, EtP, SPE-LC-MS-MS Aguas urbanas/ Sao (NASCIMENTO;
PrP, BtP Carlos-SP CASS, 2021)

Fonte: A autora
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A concentragdo maxima de parabenos encontrada em aguas brasileiras,
segundo esta breve revisdo da literatura, foi de 1.192,39 ug L' de MeP nas aguas da
represa do Lobo, no estado de Sao Paulo (POMPEI et al., 2019), no entanto, tanto o
MeP quanto o PrP foram identificados frequentemente na maioria das amostras
analisadas (SANTOS et al., 2016) (REICHERT et al., 2020) (NASCIMENTO; CASS,
2021). Segundo Haman et al (2015), estes dois parabenos sao os mais utilizados pela
industria e, consequentemente, costumam ser frequentemente detectados em aguas

brutas.

Como pode ser observado, todos os trabalhos publicados se concentram
nas regides sul e sudeste do Brasil. Pouquissimos dados foram reportados quanto a
ocorréncia dos parabenos nas aguas superficiais e/ou potaveis nas regides norte e
nordeste brasileiras, como por exemplo a detec¢cao de MeP e EtP nas aguas dos rios
Anil e Bacanga, na cidade de Sao Luis (MA) (CHAVES et al., 2020). No entanto, ja
foi identificada a presengca de outros contaminantes emergentes, em aguas
superficiais da regiao nordeste, como por exemplo, bisfenoll A e 17a-etinilestradiol
nas aguas de rios na cidade de Sao Luis (Maranhao)(MELO; BRITO, 2014). Moreira
(2014) também detectou a presenga dos hormodnios 17 B-estradiol (E2) e 17 a-
etinilestradiol ( EE2) na faixa de concentragdo de 0,44 a 0,91 ug L' nas aguas do

acude Gaviao (Ceara).

Até o momento, os 6rgaos de regulagao e fiscalizagédo de recursos hidricos
em todo mundo (destinados para consumo humano) ndo estabeleceram limites para
a presencga de parabenos nos mesmos. Mesmo em termos de legislacdo pertinente
ao tratamento/langcamento de aguas residuarias ndo existem limites estabelecidos
para a presenga dos parabenos. No entanto, a Unido Européia (EU) ja possui
legislagcado pertinente para o monitoramento de alguns contaminantes emergentes
presentes em aguas residuarias e que podem oferecer risco aos ambientes aquaticos
tais como os horménios E2, EE2 e estrona (E1), além dos medicamentos amoxilina e
ciprofloxacino (EUROPEAN COMMISSION, 2018). Estes compostos costumam ser
oriundos das mesmas fontes de contaminagao que os parabenos, assim, a presenca
destes em ambientes aquaticos, pode configurar como um indicador da presencga dos
parabenos (LINCHO; MARTINS; GOMES, 2021).
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No Brasil, tanto a Portaria N°888 (2021) do Ministério da Saude (MS), que
dispde sobre os procedimentos de controle e vigilancia da qualidade da agua para
consumo humano e seu padrao de potabilidade, e a Resolugdo N° 357/2005 do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) que dispde sobre a classificagao
dos corpos aquaticos e as diretrizes para o enquadramento destes, ndo estabelecem
limites para a presenca de parabenos e de outros contaminantes emergentes. A
Portaria N° 430/2011 do CONAMA que dispbe sobre os padrdes de langamento de
efluentes também nao faz referéncia aos limites permitidos de parabenos nestes

efluentes.

3.3 METODOS ANALITICOS APLICADOS NA DETERMINACAO DE PARABENOS
EM AMOSTRAS AMBIENTAIS

Conforme consta na literatura, o interesse pelo desenvolvimento de
métodos para analises de parabenos surgiu a partir da necessidade de se avaliar a
quantidade e qualidade destes em produtos cosméticos e de higiene pessoal (PCHPs)
(CABALEIRO et al.,, 2014), haja vista a larga utilizagdo dos mesmos como

conservantes em tais produtos.

Nas matrizes ambientais, tais como aguas superficiais, subterraneas,
potaveis, efluentes domésticos e/ou industriais, solo e sedimentos, em que geralmente
as concentragdes dos parabenos se encontram em niveis de tragos, da ordem de ng
L' e yg L', a necessidade de utilizagdo de métodos analiticos mais seletivos e
sensiveis se torna mandatéria, impulsionando a busca pelo desenvolvimento de
instrumentagao e/ou técnicas de preparo de amostras cada vez mais robustos e

eficientes.

Dentre os sistemas de deteccao dos parabenos em amostras ambientais,
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), ou do seu vernaculo em inglés, de
uso mais frequente, “high performance liquid chromatography “ (HPLC) acoplada a
diversos detectores é atualmente a técnica mais utilizada (PECK, 2006) (OCANA-
GONZALEZ et al., 2015). As colunas analiticas mais frequentemente utilizadas so a

C18 e C8 com diametros, comprimentos e tamanhos de particulas diferentes, com
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fases moéveis compostas geralmente por mistura de uma solugdo tamponada e um
solvente de carater mais polar, tais como o metanol e acetonitrila (OCANA-
GONZALEZ et al., 2015). Sao utilizados os detectores ultravioleta (UV) (NUNEZ et al.,
2010), detectores de arranjo de diodos (do inglés, diode array detector DAD) (GROSA
et al., 2006) (DIAS et al., 2015) (GALINARO; PEREIRA; VIEIRA, 2015), de
espectrometria de massas (do inglés, mass spectrometry, MS) (CALDAS et al., 2019)
e espectrometria de massas em sequéncia, ou tandem (MS/MS) (NUNEZ et al., 2008)
(CARMONA; ANDREU; PICO, 2014)(KOERICH, 2015) (MARTA-SANCHEZ et al.,
2018) (NASCIMENTO;CASS, 2021).

A cromatografia gasosa (CG) ou “ gas chromatography” (GC) também é
amplamente utilizada na determinacdo de parabenos em matrizes ambientais,
acoplada geralmente, aos detectores de tipo MS (CASAS FERREIRA; MODER,;
FERNANDEZ LAESPADA, 2011) (SANTOS et al., 2016) ou MS/MS (CANOSA et al.,
2006) (CARMONA; ANDREU; PICO, 2014). No entanto, a CG encontra algumas
desvantagens, devido a necessidade de maior quantidade de amostra e incluséo de
uma etapa de derivatizagdo, uma vez que, os parabenos possuem volatilidade
relativamente baixas (XU et al., 2013) (OCANA-GONZALEZ et al., 2015). Na Tabela
4 estdo apresentadas algumas técnicas de separacao/deteccdo dos parabenos em

amostras ambientais.

Tabela 4 - Técnicas de detecgao dos parabenos em amostras ambientais

Analitos Técnica Matriz Autor
MeP, EtP, PrP, BtP,  \ispE-HPLC-  solo, (NUNEZ et al.,
Iso-PrP, Iso-BtP, :

uv sedimento 2010)
BzP

) ) (GALINARO;

MeP, EtP, Prp, BtP  DEEME-HPLC- 0 o PEREIRA; VIEIRA,

DAD 2015)

SPE-HPLC- (CALDAS et al.,
MeP e PrP MS agua 2019)
:!ﬁl-:ﬁrE;Pfs Efg;ftp’ SPE-LC-MS-  &guaminerale (MARTA-SANCHEZ
BzP ’ ’ MS tratada, lodo et al., 2018)
MeP, EtP, PrP, ) (SANTOS et al.,
BtP,BzP SPECEEE e 2016)
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(CARMONA,;

MeP, EtP, PrP, BtP, SPE-MS-MS  agua ANDREU: PICO,
2014)
MeP, EtP, PrP, BtP ElLDLME'GC' agua (JAIN et al., 2013)

Fonte: a autora

Alguns trabalhos utilizaram a CG acoplada a detectores de ionizagcédo de
chama, ou “ flame ionization detector” (FID) (FARAJZADEH; DJOZAN; BAKHTIYARI,
2010) (JAIN et al., 2013), porém, a baixa seletividade € o principal entrave no uso
deste detector (PIAO; CHEN; WANG, 2014).

3.4 METODOS DE EXTRAGCAO DE PARABENOS EM AGUA

O processo analitico utilizado na determinagcdo de um analito, consiste de
uma série de etapas, como a amostragem, preparo da amostra, identificacao,
quantificagcao e tratamento estatistico dos dados (GOMES, 2016), sendo o preparo
da amostra, uma das etapas criticas do processo analitico, onde se encontram os
principais obstaculos na obtencéo de resultados adequados em termos de preciséo e
detectabilidade, além da otimizacdo do tempo de analise (MARTINS et al., 2012)
(RAZA et al., 2018).

Como citado anteriormente, os parabenos encontram-se geralmente nas
matrizes aquosas em niveis tragos de concentragdo (ngL' e ugL™"), sendo necessario
muitas vezes, a otimizacdo das técnicas de preparo de amostras visando a pré-
concentracdo e/ou extracdo destes antes da analise. Dependendo do método de
preparo, a extragcao pode variar em grau de seletividade e tempo, além dos fatores

financeiro e ambiental.

Independente do analito a ser analisado, sejam eles organicos ou
inorganicos, os métodos de extragao e/ou pré-concentragédo, podem ser divididos em
duas categorias: métodos de extragdo em fase liquido-liquido, (LLE, do inglés liquid-
liquid exctraction) e métodos de extragdo em fase solida (SPE, do inglés sélid-phase

extraction).
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Na LLE, técnica classica, o analito se distribui entre duas fases liquidas
imisciveis, sendo esta distribuigdo regida por um equilibrio. No entanto, esta necessita
de sucessivas extracdes do analito presente na amostra, e sendo esta extracdo muitas
vezes nao seletiva, requer etapas posteriores de purificagdo (clean-up), elevado
consumo de solventes, tempo de execugao demorado, e, isso acaba tornando esta
etapa mais suscetivel a contaminagao e degradacgao dos analitos (GOMES, 2016) .
No entanto a LLE ainda é bastante utilizada (MARTINS et al., 2012) (MORETA; TENA;
KANNAN, 2015).

A SPE se configura como uma técnica de extragdo alternativa a LLE
tradicional (OCANA-GONZALEZ et al., 2015), j& bem estabelecida na literatura,
podendo ser definida como uma técnica de separacgao liquido-sélido baseada nos
mecanismos de separagdo da cromatografia liquida de baixa pressao. Do ponto de
vista pratico,b a SPE, em sua forma mais simples, comporta-se como uma
cromatografia liquida empregando-se uma pequena coluna aberta, usualmente
denominada de cartucho de extragdo, a qual contém a fase solida (denominada fase
estacionaria em cromatografia) (LANCAS, 2004).A eficiéncia da SPE depende das
propriedades fisicas e quimicas dos analitos, dos adsorventes e dos solventes
utilizados no processo de extracdo, tais como: a polaridade, a acidez, basicidade e
hidrofobicidade (VIDAL et al., 2015) (KHALID et al., 2018) (AZIZI;BOTTARO, 2020).

Na SPE, reside a especificidade da natureza das fases sodlidas frente ao
analito em questdo, que faz com que esta técnica seja mais eficiente quando
comparada a ELL (SOUZA, 2011). Uma das grandes desvantagens da SPE esta no
volume de amostra necessario para a pré-concentracdo do analito e o tempo
demandado. Por exemplo, para uma concentracao de 1000 vezes, € necessario um
volume de 1 litro de amostra, com tempo de extragao no limite de até 3 horas (WANG
et al. 2005) (MARTINS et al., 2012).

A busca por novos métodos de extragdo com baixo consumo de reagentes,
principalmente os solventes, com equipamentos e manuseio mais simples, menor
impacto ambiental e claro, com reducéo de custos, tem levado ao desenvolvimento
de uma série de métodos de extracdo miniaturizados, ou de microextracdo. Sao
exemplos: a microextragdo em fase sdlida ( solid-phase microextraction, SPME), a

microextragao por sorvente empacotado (microextraction packed sorbent, MEPS), a
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microextragao em fase liquida (do inglés, liquid phase microextraction, LPME) e uma
variante desta, a microextragao dispersiva liquido-liquido(do inglés, dispersive liquid-
liquid microextraction,DLLME) (MARTINS et al., 2012) (LEONG; FUH; HUANG, 2014)
(MUHAMMAD, 2022).

3.4.1 Microextracao dispersiva liquido-liquido

3.4.1.1 Principio da DLLME

Neste contexto de desenvolvimento de métodos de extragdo em
miniaturizacdo a partir das demandas anteriormente citadas, foi desenvolvida nos
anos 90, a microextragdo em fase liquida (LPME) em substituicdo a tradicional LLE
(SOUSA et al., 2013).

Uma de suas variantes, a microextragao dispersiva liquido-liquido (DLLME)
foi proposta em 2006 por Rezaee e seus colaboradores (REZAEE et al., 2006), que
pré-concentrou e extraiu hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HPAs) em agua a
partir da adigdo a amostra de agua, de uma mistura apropriada de diclorometano
(CH2Cl2), como solvente extrator, e acetona (C3HsO) como solvente dispersor. Apos
a extragao foi utilizada a cromatografia gasosa acoplada ao detector de ionizagao de

chama (GC-FID) para quantificagao.

Na DLLME, uma mistura, em propor¢des adequadas, de solvente extrator,
imiscivel em agua, e dispersor, miscivel em agua, é injetada rapidamente na amostra
aquosa contendo o analito de interesse, a fim de formar um ponto nuvem (solugéo
turva). Desta forma, o solvente extrator é disperso na fase aquosa em gotas muito
finas, extraindo os analitos de interesse. A dispersdo do solvente extrator é entao,
favorecida pelo solvente dispersor, que deve ser soluvel na amostra aquosa e no
solvente extrator (OCANA-GONZALEZ et al., 2015) (MUHAMMAD, 2022).

Com a dispersao, ocorre o aumento da area superficial entre o solvente
extrator e a amostra aquosa sendo o equilibrio atingido rapidamente. O material em

seguida é centrifugado e o solvente extrator, contendo os analitos, € entdo recolhido
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e analisado por uma técnica adequada. Sua principal vantagem é que a extracao
independe do tempo, sendo considerada como uma técnica dependente apenas do
equilibrio de particado (WANG et al., 2016). A Figura 2, contém a representagao grafica
do processo de extracédo por DLLME.

Figura 2 - Diagrama simplificado do processo de extragao por DLLME

= Transferéncia

Injecao da fase
da mistura de scdlmcp‘md:g :
i| solventes extrator para o microvia
e dispersor Retirada T

na amostra da fase

sedimentada

Amostra

Centrifugagao

B s
1 Microvial
com
amostra

Fonte: Adaptado de Martins et al., 2012

3.4.1.2 Fator de enriquecimento e recuperagao

A DLLME baseia-se no processo de equilibrio de particdo dos analitos de
interesse entre duas fases liquidas imisciveis, sendo uma delas a fase aquosa (a
amostra) e a outra uma fase organica (solvente extrator). A solubilizagdo dos analitos
em qualquer uma das fases € governada pela polaridade relativa do sistema, sendo
que os analitos s&o geralmente apolares, apresentando maior afinidade pela fase
organica, composta por um solvente organico apolar, em comparagao com a fase

aquosa, que é, por sua vez, altamente polar (HARRIS, 2012).

Deste modo, a particdo de um analito “ A “ de interesse entre duas fases

liquidas imisciveis é governada pela lei de distribuigdo deste nas duas fases presentes
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no sistema, sendo o equilibrio entre as fases a uma dada temperatura (T)

representado conforme a Equacao 1:

A (aquo)<> A (org) Equacéo 1

Em que as letras entre parénteses se referem as fases aquosa e organica,
respectivamente. ldealmente, a razdo das atividades (ou concentragao) do analito A
nas duas fases sera uma constante e sera independentemente da quantidade total do
analito A (SKOOG et al., 2008).

Os parametros fator de enriquecimento (FE) e percentual da recuperagao
da extracdo (%RE) foram definidos por Rezaee e colaboradores (2006) sendo
comumente utilizados para avaliar a eficiéncia da extracao por DLLME. Assim, apés
o processo de extracdo, € efetuado o calculo do FE e de %RE. O fator de
enriquecimento (FE), ou fator de pré-concentracdo é definido como a razéo entre a
concentracdo do analito A na fase orgénica, ou no solvente extrator (Cext) € a

concentracgéo inicial do analito A na fase aquosa (Caquo ), conforme a Equacéo 2:

Cext
FE = ——
Caquo

Equacgao 2

Ja o parametro RE%, é definido como a razdo percentual entre a
quantidade do analito A que foi extraido para a fase organica (next) € a quantidade total

do analito A na fase aquosa (ntwtal), conforme a equagéo 3:

%RE = XL 100 = —=XXVeX 4100 Equagdo 3

N total Caquo x Vaquo

onde Vext € Vaquo Ss@0 0s volumes da fase orgénica (extratora) e de amostra,

respectivamente. Substituindo a Equacao 2 na Equacéao 3, obtém-se a relagao entre
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o fator de enriquecimento (FE) e a recuperagdo da extragdo (RE%) conforme a

Equacao 4:

Vext

%RE = FE x v

x 100 Equacao 4

3.4.1.3 Parémetros que afetam a extragdo por DLLME

Os principais parametros que afetam a eficiéncia da extragcao por DLLME
estao o solvente de extracéo e o solvente de dispersdo (HERRERA-HERRERA et al.,
2010) (LEONG; FUH; HUANG, 2014) (TAN; CHAI; WONG, 2018). Como
consequéncia, a proporcao entre os mesmos também se torna um dos fatores
importantes no processo de extragdo por DLLME (GALINARO; PEREIRA; VIEIRA,
2015).

Os solventes extratores comumente utilizados sdo os halogenados de
densidade maior que da agua, tais como o diclorometano, triclorometano,
tetracloroetileno, clorobenzeno, no entanto, sdo extremamente toxicos (MARTINS et
al., 2012) (TSENG; CHEN; HUANG, 2014). Com intuito de minimizar os impactos
ambientais causados pelo uso de solventes organoclorados, Farajzadeh (2010)
propds pela primeira vez, a utilizacdo do ciclohexano como solvente extrator de
pesticidas organofosforados em aguas por DLLME com detector GC-FID, sendo o
ciclohexano um solvente de menor densidade que a agua e de menor toxicidade
quando comparado aos solventes organoclorados. Farajzadeh (2010), projetou uma
vidraria especial com gargalo estreito e um septo no fundo para injegdo de agua e
assim, elevar a fase do solvente de extragao facilitando a coleta do mesmo. Na Figura
3, esta apresentado um esquema do processo de extragao por DLLME com uso de

solvente de menor densidade proposto por Farajzadeh (2010).

Outros solventes de extragdo de menor densidade que a agua que também séao
utilizados nas extragbes por DLLME em amostras ambientais, sdo os alcoois de
cadeia longa tais como: octanol, decanol, undecanol, dodecanol e dodecanol (CHEN,;
CHEN; LI, 2010) (GALINARO; PEREIRA; VIEIRA, 2015) (TAN; CHAI; WONG, 2018).
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Figura 3 - Procedimento de DLLME com uso de solvente extrator de menor
densidade a agua
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Fonte: Adaptado de Farajzadeh(2010).

Legenda: (a) antes da injegdo de mistura de solventes de extracao/disperséo, (b) inje¢ado, (c) apds a
centrifugacao, (d) elevagao da superficie da amostra injetando 1 mL de agua destilada através do septo
no fundo do tubo de ensaio de vidro com o uso de uma seringa, e (e) retirada da organica na porgao

estreita do tubo para posterior inje¢cdo no sistema de deteccao.

Em relacdo aos solventes dispersores, é de fundamental importancia para
0 sucesso da extragao por DLLME, que este, seja soluvel tanto na fase extratora
quanto na fase aquosa (REZAEE et al., 2006) (MARTINS et al., 2012). Os solventes
dispersores comumente utilizados sado a acetona, acetonitrila, metanol e etanol
(MARTINS et al., 2012). Alguns trabalhos vem sendo reportados com a aplicacéo de
surfactantes e liquidos i6nicos (LIs) como dispersores em diversas matrizes
ambientais devido a menor toxicidade e impacto ambiental destes (ESTEBAN et al.,
2014) (CHEN et al., 2018).

Ainda em relagdo aos Lls, estes sdao reportados como “solventes
modernos” nas técnicas de extracdo por DLLME, uma vez que, as propriedades fisicas

e quimicas destes sao ajustaveis. Assim, a gama de solventes Lls com
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caracteristicas relevantes tais como volatilidade; solubilidade dos analitos orgéanicos e
inorganicos, acidez e basicidade dentre outros disponiveis para a determinado
processo de extracdo por DLLME é muito maior do que as possibilidades existentes
de solventes tradicionais (RYKOWSKA; ZIEMBLINSKA; NOWAK, 2018).

Na DLLME, o equilibrio de particdo entre a fase organica e a fase aquosa
é atingido rapidamente, sendo o tempo de extracédo (Text) definido como o intervalo
entre a injecdo da mistura de solventes extrator/dispersor na fase aquosa e o final da
centrifugacdo. Ainda assim, a otimizagcao deste parametro € comumente citada na
literatura como passivel de otimizagao (REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010) (CALDAS
etal., 2011) (GALINARO; PEREIRA; VIEIRA, 2015), sendo incontestavel que, o tempo
de extracdo na DLLME é de longe uma vantagem significativa quando comparado a
ouras técnicas de extracdo (REZAEE et al., 2006) (RYKOWSKA; ZIEMBLINSKA;
NOWAK, 2018).

Outros fatores que também influenciam na eficiéncia do processo extragao
sao o pH e a adi¢ao de sais. O efeito do pH é relevante na DLLME quando os analitos
de interesse possuem grupos ionizaveis, pois alterando-se o equilibrio de ionizagéo,
altera-se a disponibilidade dos analitos em determinada fase, e consequentemente,
a eficiéncia da extracédo ( SKOOG et al., 2008) (WANG et al., 2019).

A eficiéncia da extracao pode ser aumentada, particularmente para analitos
mais polares, devido ao efeito denominado “salting-out” (EMIDIO; SILVA; MARCHI,
2015). Neste processo, as moléculas da fase aquosa, onde se encontram os analitos
de interesse, passam a hidratar também os ions adicionados ocorrendo, entdo, a
reducao de moléculas do analito dissolvidos na fase aquosa através de mecanismos
de competicdo. No entanto, a interagdo entre as moléculas do analito e os ions
adicionados, pode reduzir a difusdo do analito de interesse para a fase organica
(SHEN; HIAN, 2002) (CHONG et al., 2018).

3.5 DLLME APLICADA NA EXTRACAO DE PARABENOS EM AMOSTRAS
AMBIENTAIS
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Diversos trabalhos tém sido publicados utilizando a DLLME na analise de
parabenos em matrizes ambientais. Na Tabela 5, encontram-se alguns trabalhos
publicados onde utilizou-se DLLME para extracdo dos parabenos em diversas

matrizes de aguas naturais, superficiais (rios, lagos).

Prichodko e colaboradores (2010) foram os primeiros a aplicar a DLLME na
extragdo de MeP, EtP, PrP e BtP em amostras de agua de torneira e piscina e
quantificagcdo por GC-FID. Os autores utilizaram como solvente extrator, o
diclorometano, de maior densidade que a agua e toxico ao meio ambiente, e a
acetona como solvente dispersor, no entanto foram utilizados apenas 20uL do

solvente extrator.

Aqui no Brasil, Galinaro e colaboradores (2015) extrairam de MeP, EtP,
PrP e BtP por DLLME,utilizando o a acetona como solvente dispersor e o octanol
como solvente extrator. A quantificagao foi efetuada por HPLC-DAD e a metodologia
desenvolvida foi aplicada na quantificacao de parabenos em amostras superficiais do
rio Mogi Guacu, importante rio localizado entre os estados de Sao Paulo e Minas
Gerais. Os trabalhos publicados nos anos recentes vém se embasando em
adaptagdes da DLLME com técnicas e/ou equipamentos complementares tais como,
a ultrassom assistida, sempre na intencao de otimizar a eficiéncia da extragao por
DLLME. (WANG et al.,, 2019). A substituicdo dos solventes tradicionais pelos Lls
também vem ganhando espago na DLLME devido a versatilidade e carater ambiental
mais seguro dos mesmos (RYKOWSKA; ZIEMBLINSKA; NOWAK, 2018).

Uma variante da DLLME bastante recente proposta por Parente et al.
(2022), é a I-DLLME, que consiste na aplicagao da DLLME de modo inverso ( Inverse,
do inglés). Na I-DLLME, a amostra contendo os analitos de interesse sao injetados
diretamente sobre a mistura de solventes extrator e dispersor. A técnica foi aplicada
pela primeira vez, para pré-concentracdo de N,N-dietil-m-toluamida e isbmeros de

permetrina em agua doces e em seguida analisados por HPLC-DAD.
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Tabela 5 - Aplicagdo da DLLME na extragao de parabenos em amostras ambientais

Analito Matriz Técnica Solventes Técnica Referéncia
DLLME
MeP, EtP, Agua DLLME Clorobenzeno/aceto GC-FID (PR_ICHQDKQ;SAKQCI-
PrP, BtP na UTE; VICKACKAITE,
2010)
MeP, EtP, Agua de rio e de FSALLME Tetracloreto de GC-FID (RAJABI et al., 2017)
PrP, torneira carbono/etanol
MeP, PrP, Agua de rio e de IL-DLLME [Hmim][PF6]/etanol  Espectrofoto  (KHANI; GHASEMI;
torneira metria UV-Vis SHEMIRANI, 2014)
MeP, EtP, Agua de rio LDS-DLLME Octanol/acetona HPLC-DAD (GALINARO; PEREIRA;
PrP, BtP VIEIRA, 2015)
MeP, EtP, Agua de torneira, rio, DES-LLME DL mentol/ acido HPLC-DAD (GE et al., 2019)
PrP, BtP lago, aguas residuarias decandico
MeP, EtP, Agua da torneira DLLME Decanol/metanol HPLC-UV (HOU et al., 2014)
PrP, BtP
MeP, EtP, Agua de torneira, agua  DLLME Cloroférmio/Etanol  GC-PCI/MS  ( JAIN et al., 2013)
PrP, BtP de beber, agua de rio

Fonte: A autora
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3.6 AGUAS SUPERFICIAIS SEMIARIDO CEARENSE

O monitoramento da qualidade das aguas é de fundamental importancia
para a preservagao dos corpos hidricos, porque contribuem para manutencao do
equilibrio do ecossistema, sendo definido como uma série temporal de medicdes de
variaveis fisicas, quimicas e biologicas, selecionadas com o intuito de responder as
questdes levantadas sobre as caracteristicas, a qualidade e possiveis mudangas
nestes ecossistemas (OLIVEIRA, 2018).

O estado do Ceara esta localizado na regidao nordeste do Brasil entre as
latitudes S2° 30’ 00” e S8° 52’ 00” e longitudes W37°14’ 00" e W41° 30’ 00” (Figura
4), possuindo clima semiarido, se caracterizando por periodos de quadra chuvosa
entre os meses de janeiro a maio, muitas vezes irregulares culminando em frequentes
periodos de seca, com volumes de precipitagdes na ordem de 1.500 mm/ano e um
alto potencial de evapotranspiragdo em torno de 2.300 mm/ano (PEIXOTO;
CAVALCANTE; GOMES, 2020). Esse balango hidrico negativo, aliado as condi¢gbes
hidrogeograficas do estado com seu assentamento em rochas cristalinas e camada
de solo raso, quase que em sua totalidade, além do baixo potencial hidrico
subterraneo, contribui para que o estado do Ceara possua sua base de recursos
hidricos notadamente fragil (COGERH, 2015).

Assim, diversas estratégias de sobrevivéncia no semiarido vem sendo
desenvolvidas ao longo dos anos no estado do Ceara, e dentre elas, esta a criagao
de agudes e barragens (além dos canais e adutoras), que sao dispositivos utilizados
para o barramento/contencéo das aguas das chuvas que se destinam a multiplos usos
(COGERH, 2015) (CHAVES et al., 2019). Estima-se que no estado do Ceara existam
cerca de 90.000 agudes dos mais variados tipos e tamanhos (RODRIGUES, 2020),
sendo 155 deles estratégicos, de maior porte, no entanto, os problemas com a falta
de escassez e qualidade destes recursos hidricos ainda é persistente, necessitando

de agdes de monitoramento, protecao e sustentabilidade.
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Figura 4— Localizagao do estado do Ceara e divisdo das bacias hidrograficas do
mesmo
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Fonte: (SOUSA et al., 2016).

Desde 1966, a gestdo das aguas brutas (superficiais e subterraneas)
destinadas ao consumo humano no estado do Ceara vem sendo efetuado pela
Companhia de Gestdo dos Recursos Hidricos (COGERH) sob a competéncia da
Secretaria de Recursos Hidricos (SRH), 6rgao ligado ao governo do estado. Estas
aguas sao direcionadas para as estagdes de tratamento operadas pela Companhia
de Agua e Esgoto do Ceara (CAGECE) e posteriormente distribuidas para a
populagdo (GOVERNO DO ESTADO DO CEARA, 2016).

Atualmente 155 agudes sao gerenciados pela COGERH no estado do
Ceara, divididos em 12 bacias hidrograficas, conforme Figura 4 (SOUSA et al., 2016).
O monitoramento destes agudes em termos de sua qualidade hidrica € de grande
importancia uma vez que a maior parte da agua bruta destinada ao consumo humano

no estado do Ceara é proveniente destes acudes (PAULINO, 2007).
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Um dos fatores que comprometem a qualidade de diversos recursos
hidricos, nao apenas em nivel regional, mas também em escala mundial € a agao
antropica no entorno dos mesmos (MUSTAPHA; ARIS, 2012) ( MELO et al., 2017).
Atividades como a pecuaria, agricultura, despejos de efluentes domésticos e
industriais geram um comprometimento cada vez maior em termos de qualidade e
quantidade destas aguas destinadas ao abastecimento humano apds os processos

de tratamento adequado.

Assim faz se necessario o uso de estratégias de caracterizagao,
monitoramento da qualidade destas aguas através de diversos mecanismos onde na
maioria das vezes o quantitativo de dados é elevado e complexo, dificultando a

interpretacao e tomada de deciséo.

Alguns estudos publicados constataram a contaminagdo das aguas
superficiais cearenses por diversos analitos. Souza (2011) identificou a presencga de
cafeina, colesterol, coprostanol e diferentes tipos de ftalatos nas aguas do rio
Maranguapinho. Araujo (2015) detectou a presenga dos hormdnios 173-estradiol (E2)

e 17a-etinilestradiol ( EE2) nas aguas do agude Gaviao.

Os dados escassos quanto a ocorréncia de contaminantes emergentes
nas aguas superficiais cearenses corroboram com a necessidade de mais estudos
nesta area, uma vez que, sem o conhecimento da qualidade das aguas brutas torna-
se dificil a verificagao da eficiéncia nos processos de tratamento de aguas, bem como

a otimizagao destes.

Vale ressaltar ainda que, devido as caracteristicas peculiares do semiarido,
caracterizado pelas altas temperaturas, baixo volume pluviométrico e elevado
potencial de evapotranspiragao, os ecossistemas aquaticos pertencentes a este clima,
podem desenvolver um metabolismo diferenciado, com maior producéo primaria, e
consequentemente, processos de contaminagao dos recursos mais invasivos € menor

disponibilidade hidrica de qualidade para a populacido que destes recursos dependem.
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4 MATERIAIS E METODOS

As etapas de desenvolvimento do meétodo de extracdo por DLLME dos
parabenos em aguas foram conduzidas no Laboratério de Quimica Ambiental (LAQA)
e a quantificacdo dos parabenos por HPLC-DAD foram realizadas no Laboratério de
Anadlise de Tragos (LAT), ambos localizados no Departamento de Quimica Analitica e
Fisico-Quimica da Universidade Federal do Ceara (DQAFQ-UFC).

4.1 REAGENTES E EQUIPAMENTOS

Os principais reagentes e equipamentos auxiliares estao listados na Tabela

Tabela 6 - Reagentes e Equipamentos

Reagente/Equipamento Formula Fabricante
Metilparabeno CsHsOs Sigma- Aldrich
Etilparabeno CoH1003 Sigma- Aldrich
Propilparabeno C10H1203 Sigma- Aldrich
Butilparabeno C11H1403 Sigma- Aldrich
Acetona Grau HPLC CsHeO Vetec
Acetonitrila Grau HPLC C2HsN Merck
Metanol Grau HPLC CHsOH J.T. Baker
1-Decanol Grau HPLC C10H210H Merck
1-Octanol Grau HPLC CsH190OH Merck
Cloreto de Sédio NaCl Vetec

Agua milli-Q H20 Sistema Mili Q- Milipore
Filtro de membrana 45 pym - Millipore
Centrifuga Eppendorf AG
Vértex tipo orbital Kasvi
Balanga Analitica Shimadzu
Microseringa de vidro 50uL Agilent
pHmetro Quimilab

Fonte: A autora

Todos os materiais e vidrarias foram primeiramente lavados com agua da
torneira e detergente diluido. Em seguida, foram enxaguados com agua destilada e

agua deionizada.
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Foram preparadas solugdes estoque de 1000 mg L' individuais dos
parabenos em metanol grau HPLC a partir de seus respectivos reagentes de grau
analitico. Pesou-se aproximadamente 10 mg de cada parabeno, considerando a
pureza dos padrdes sélido, para um volume final de solugao de 10,0 mL através da
dissolugdo em metanol grau HPLC. Apds o preparo, as solugdes foram transferidas
para frascos de 15 mL contendo tampa rosqueada, rotuladas e armazenadas em

freezer em temperatura abaixo de -20°C.

A partir destas, foi preparada uma solugao multielementar dos 4 parabenos
(MeP, EtP, PrP e BtP) de concentragdo 5 mg L' cada, e solugdes individuais de
parabenos em metanol grau HPLC de igual concentragdo denominadas de solugdes
de trabalho. A partir das solugdes de trabalho, foram preparadas as solug¢des para os
estudos de selecdo dos solventes de extragdo/dispersao, otimizagcdo do método
cromatografico, otimizagdo do método de extracdo por DLLME e validagdo da

metodologia de quantificacdo dos parabenos em aguas superficiais.

4.2 OTIMIZACAO DO METODO CROMATOGRAFICO

4.2.1 Equipamento utilizado

A identificacao e quantificacdo dos parabenos foram realizadas utilizando
um cromatografo liquido Shimadzu (20A Prominence), conforme Figura 5, com
detector por arranjo de diodo (DAD) (SPD-M20A), duas bombas (LC-20AT), forno
(CTO-20A), desgaseificador (DGU-20A3). Foi utilizada uma coluna de fase reversa da
marca Agilent, modelo Zérbax ODS (250mm x 4,6 mm, d.i.,5,0 um) a temperatura do
forno de 30°C. O volume de injegao manteve-se constante e igual a 20,0 yL em todas

as medidas.
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Figura 5 - Cromatografo liquido acoplado ao detector DAD utilizado

i

e

. "
Fonte: A autora

4.2.2 Condigbes cromatograficas

Foram realizados varios testes a fim de otimizar as condigdes
cromatograficas para andlise dos parabenos baseados em métodos publicados na
literatura cientifica, dentre eles o0 método proposto Gomes (2016) onde o mesmo
quantificou PrP e BtP em aguas por DLLME-HPLC-UV. Como a proposta principal
deste trabalho foi a utilizagdo da técnica de extragdo por DLLME, foi necessario
inicialmente proceder aos estudos de selecao dos solventes de extracao e dispersao

para tal e posteriormente proceder a otimizagao da corrida cromatografica.

Apos a selecao dos solventes de extracio/dispersdo, procedeu-se a
otimizacao da corrida cromatografica. Foi preparada uma solugao multielementar dos
parabenos na concentragédo de 50 ug L' em agua deionizada, a partir da solugdo de
trabalho de 5 mg L'. Foram transferidos 10 mL da solugdo de 50 ug L' para um tubo
de Falcon, de vidro, adicionou-se 1g de NaCl e agitou-se em Vortex tipo orbital por 2
minutos. Em seguida com o auxilio de uma micropipeta, adicionou-se ao tubo 1 mL
de uma mistura de acetona/decanol na proporgao de 0,9 mL/0,1 mL, respectivamente.
O tubo foi agitado em Vértex por 2 minutos e em seguida foi centrifugado por 5 minutos
a 4000 rotagdes por minuto (rpm). O sobrenadante (fase organica) foi cuidadosamente
removido com o auxilio de uma microseringa de vidro e foi injetado no sistema

cromatografico inicialmente nas seguintes condicbes: fase movel metanol e agua
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(70/30 vl/v, respectivamente) com fluxo de 1ml/minuto no modo isocratico, temperatura
do forno de 30° C, comprimento de onda de 256 nandmetros (nm), que corresponde

ao Amax .da banda de absorcao caracteristica dos parabenos e tempo de corrida de 8
minutos (GOMES, 2016).

A partir dos cromatogramas obtidos para esta corrida, foram efetuadas
alteragbes na composigcédo da fase movel, nos modos isocratico e gradiente a fim de
otimizar as condigdes cromatograficas. Foram efetuadas corridas cromatograficas
para solugdes de parabenos individuais e multielementar na concentragdo de 5 mg L-
. sem passar pelo processo de extracido por DLLME para confirmacdo dos picos e
dos tempos de retengdo de cada analito. Seguindo o mesmo propdsito, corridas

apenas com os solventes extrator e dispersor também foram efetuadas.

4.3 SELECAO DOS SOLVENTES DE EXTRAGAO E DISPERSAO

Os solventes de extracao e dispersao sao os principais fatores que afetam
o processo de extracado. Assim, estudos anteriores foram realizados para selecionar o
melhor par de solventes de extracao/dispersido. Os solventes de extracdo estudados
foram selecionados conforme pesquisa bibliografica e disponibilidade dos mesmos em
laboratério. Em ordem decrescente de polaridade foram avaliados os solventes de
extracdo octanol e decanol, e os solventes de disperséao acetonitrila, metanol e
acetona (GALINARO; PEREIRA; VIEIRA, 2015) (MARTINS et al., 2012).

Foram avaliadas as seguintes combinagdes de par de solventes de
extracado/dispersdo para extragcdo dos parabenos por DLLME: decanol/acetona,
decanol/acetonitrila, decanol/metanol, octanol/acetona, octanol/acetonitrila e

octanol/metanol.

Foi preparada uma solugdo multielementar dos parabenos na
concentragdo de 50 yg L' em agua deionizada, a partir da solugéo de trabalho de 5
mg L'. O volume de 1 mL de cada par de solventes de extragéo/disperséo avaliado,
na proporgao de 0,10 mL/0,90 mL, respectivamente, foi adicionado a uma aliquota de
10 mL da solucdo multielementar de parabenos contendo NaCl PA na proporcao de

10% (m/v) em termos de volume de amostra. A mistura foi agitada em misturador
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vortex por 2 minutos. Formou-se uma solugao turva e em seguida centrifugou-se por

5 minutos a 4000 rpm. Realizou cada experimento em triplicata.

O sobrenadante da fase orgéanica foi cuidadosamente removido com
microseringa de vidro e injetado no sistema cromatografico HPLC-DAD nas seguintes
condi¢gdes: fase movel metanol e agua (70/30 v/v, respectivamente) com fluxo de 1
mL/minuto no modo isocratico, temperatura do forno de 30° C, no comprimento de
onda de 256 nanbmetros (nm), que corresponde ao Amax da banda de absorcéo

caracteristica dos parabenos e tempo de corrida de 8 minutos (GOMES, 2016).

O par de solventes extragao/dispersdao com melhor eficiéncia de extragao
foi selecionado para o estudo de otimizacdo da extracdo, calculado a partir da

recuperacao da extracdo dos parabenos na fase aquosa, conforme a Equacgao 3:

Cext x Vext

RE% = x 100 Equacao 3
( )

Caquo x Vaquo

Em que, Cextr corresponde a concentracao de cada parabeno no solvente extrator
avaliado, Caquo corresponde a concentragao inicial de cada parabeno na fase aquosa
(50 pg L") e Vext € Vaquo correspondem aos volumes de solvente extrator e da amostra
utilizados na extragcado, respectivamente. A concentragcdao dos parabenos na fase
extratora foi obtida a partir do grafico de calibracdo externa pela injecéo direta no
sistema cromatografico de solugbes padréo de parabenos nas concentragcbes de 1 a

10 mg L' solubilizados em metanol grau HPLC.

4.4 OTIMIZAGAO DA EXTRACAO POR DLLME

4.4.1 Planejamento Experimental

Para a otimizagao da extragcao por DLLME, apés a selecdo do melhor par
de solventes extrator/dispersor foi efetuado o planejamento fatorial 23 completo com
ponto central, onde os fatores investigados foram: volume da amostra a ser utilizada
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no processo de extragao (Vam), volume do solvente extrator (Vext) € volume do solvente
dispersor (Vdisp). Para cada uma destas variaveis, foram determinados dois niveis
distintos (inferior e superior), além de um ponto central (PC). A Tabela 7 apresenta a
matriz do planejamento fatorial com os niveis experimentais estudados para cada

fator.

Tabela 7 - Matriz do planejamento fatorial completo 22 com ponto central para
otimizagcao da extragao por DLLME de parabenos.

Experimento Vamostra Vdispersor Vextrator
(mL) (mL) (mL)
P1 12,5 (+) 1,2 (+) 0.2 (+)
P2 12,5 (+) 1,2 (+) 0.1(-)
P3 12,5 (+) 0.6 (-) 0.2 (+)
P4 12,5 (+) 06 (-) 0.1()
P5 7.5 () 1,2 (+) 0.2 (+)
P6 75 (-) 1,2 (+) 0.1(-)
P7 7.5 () 1,2 (+) 0.2 (+)
P8 75 (-) 1,2 (+) 0.1(-)
PC 10 (0) 0.9 (0) 0.15 (0)

Fonte: A autora

Em cada planejamento foi efetuada a extragdo dos parabenos a partir de
uma solugdo multielementar de concentragdo de 50 pug L' em agua deionizada,

preparada a partir da solugdo multielementar de 5 mg L' de parabenos em metanol.

Foram transferidos o volume requerido, conforme o planejamento em
questéo, da solugéo de 50 ug L' para um tubo de Falcon, adicionou-se NaCl PA na
proporcao de 10% (m/v) em termos de volume de amostra, agitou-se em Vortex por 2
minutos. Em seguida com o auxilio de uma micropipeta, adicionou-se ao tubo, um
volume adequado de uma mistura de acetona/decanol na proporgcao requerida pelo
planejamento em questdo. Apds agitagdo em Vortex (2 minutos), o tubo foi
centrifugado por 5 minutos a 400 rpm. O sobrenadante (fase organica) foi
cuidadosamente removido com o auxilio de uma microseringa de vidro e em seguida
injetado no sistema cromatografico conforme as condi¢cdes otimizadas no item 4.2.2.

Os experimentos (Px) foram realizados aleatoriamente e em triplicatas.
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As respostas obtidas foram tratadas pelo software Statistica 6.0
(STATSOFT, 2001), correlacionando o fator de enriquecimento (FE) de cada

parabeno na fase extratora.

O FE foi calculado de acordo com Rezaee e colaboradores (2006), sendo
definido como a razao entre a concentragao de cada parabeno na fase extratora (Fextr)
e a concentragao inicial de cada parabeno na fase aquosa (Faquo.= 50 ug L), conforme
Equacgado 2. A concentragdo dos parabenos na fase extratora foi obtida a partir do
grafico de calibracdo externa pela injecdo direta no sistema cromatografico de
solugbes padrio de parabenos nas concentragdes de 2 a 8 mg L solubilizados em

1- decanol grau HPLC.

FE = Fext/Faquo Equacéao 2

De acordo com as respostas obtidas no planejamento experimental,
buscou-se uma condicao 6tima em que pudesse favorecer um maximo de extragao
simultdnea dos parabenos, para isso, foi aplicada a funcdo desejabilidade,
desenvolvida por Derringer e Suich (DERRINGER; SUICH, 2018). O grafico funcéo
desejabilidade foi obtido utilizando o software Statistica 6.0 (STATSOFT, 2001).

4.4.2 Efeito do pH

A influéncia do pH no processo de DLLME devem ser sempre avaliados
quando os analitos de interesse possuem caracteristicas acidas ou basicas, uma vez
que o pH do meio podera influenciar na disponibilidade do analito de interesse na fase
aquosa e consequentemente, na eficiéncia de extragdo. Foram preparadas solugdes
multielementares de parabenos na concentragéo de 50 ug L-'em agua. O pH do meio
foi ajustado entre 5 e 9 antes da adicdo dos analitos (variando uma unidade de pH).
A escolha desta faixa de pH foi baseada nas constantes de ionizagdo acida de cada
parabeno bem como na faixa de pH em que as amostras de aguas superficiais
costumam se encontrar (CONAMA 357, 2005).
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Cada solugao com seu respectivo valor de pH, foi ajustado com solugdes
de HCI 0,1 mol L' e/ou NaOH 0,1 mol L-' com o auxilio de um pHmetro. Apds o ajuste
do pH, foram transferidos 10 mL de cada solu¢ao para um tubo de Falcon, adicionou-
se 1 g de NaCl e agitou-se em Vortex por 2 minutos. Em seguida com o auxilio de
uma micropipeta, adicionou-se ao tubo, 790 yL de uma mistura de acetona/decanol
na proporgcao de 700/90 uL, respectivamente. O tubo foi agitado em Vortex por 2
minutos e em seguida foi centrifugado por 5 minutos a 4000 rpm. O sobrenadante
(fase orgéanica) foi cuidadosamente removido com uma seringa e injetado no sistema
cromatografico conforme as condigbes otimizadas no item 4.2.2.0s experimentos
foram realizados em ftriplicatas. As respostas obtidas foram tratadas pelo software
Statistica 6.0 (STATSOFT, 2001), correlacionando o FE de cada parabeno em fungao
do pH.

4.5 VALIDAGAO DO METODO DE DLLME

Para avaliar a eficiéncia da metodologia proposta na determinagdo de
parabenos por DLLME-HPLC-DAD foram conduzidos estudos de validacao de acordo
com as orientagdes estabelecidas pela resolugcao N° 166 de 25 de julho de 2017 onde
consta o “Guia de validagdo para métodos analiticos e bioanaliticos” da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (ANVISA, 2017) e pelo documento de
carater orientativo DOQ-CGCRE 008 produzido pelo Instituto Nacional de Metrologia
(INMETRO) (INMETRO, 2018) onde constam as orientagbes sobre validacdo de
métodos de ensaios quimicos. As figuras de mérito utilizadas para a validagao foram:
seletividade, linearidade, limite de detecgao, limite de quantificagcdo, exatidao e

repetibilidade.

4 5.1 Seletividade

A seletividade foi determinada através da comparagao dos cromatogramas
de uma amostra de agua superficial isenta dos parabenos (agude Pacoti) e da mesma

amostra adicionada de um mix de parabenos nas concentragdes de 5 ug L' e 60 ug
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L-' . As amostras foram submetidas a extragdo por DLLME nas condig¢des otimizadas

e em seguida a fase organica injetada no sistema cromatografico.

A verificacao da seletividade foi efetuada, através da comparacao dos
cromatogramas obtidos e seus respectivos tempos de retencéo, pela comparagao dos
espectros de absorg¢ao para cada pico e pela verificacdo do percentual de similaridade
entre estes e os espectros obtidos a partir da corrida cromatografica de uma solugao
padrédo de parabenos de concentragdo conhecida extraidos por DLLME salvos na
biblioteca do equipamento (JARDIM, 2004) (VIDAL et al., 2020).

4.5.2 Linearidade

A linearidade foi determinada pela analise de trés curvas de calibracao
obtidas por padronizagdo externa, construidas com 6 niveis de concentragdo de
padrbes de parabenos com faixa de trabalho variando entre 5,0; 10,0; 20,0; 40,0; 60,0
e 75,0 yg L. As solugdes padrao foram preparadas por diluigdo a partir da solugao
de 5 mg L' (em metanol) sendo diluidas em agua deionizada com pH corrigido entre
5,0 e 6,0. Para cada solugao padrao foram transferidos 10 mL para um tubo de Falcon,
adicionado 1,0 g de NaCl, agitado em Voértex por 2 minutos e em seguida adicionado
790 pL de uma mistura de solventes dispersor/extrator (propor¢cao 700/90 uL,
respectivamente) e novamente agitado em Vértex por 2 minutos. Em seguida foi
centrifugado por 5 minutos a 4000 rpm. O sobrenadante foi injetado no sistema

cromatografico conforme as condigdes estabelecidas anteriormente no item 4.2.2.

Os resultados obtidos foram tratados pelo método dos minimos quadrados onde foram
avaliados os coeficientes de correlagao (r), andlise de varidancia (ANOVA) e para
verificagao do ajustamento da curva foram efetuados o f-teste e o teste F, conforme

disposto nas Equacgdes 5 e 6, respectivamente.

(n-2)
(1-r?)

t, = |r| Equacado 5

Fear = Skhax /SEin Equacéo 6
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No caso do fr-teste, o valor obtido € comparado com o valor critico( terit )
para (n - 2) graus de liberdade e 95% de nivel de confianga, sendo r o coeficiente de
correlacdo e n o numero de niveis de calibracdo. Se tr= toit a equacido apresenta
linearidade adequada. Ja para o teste F, 0s termos smax € Smin representam o maior e
menor desvio padrdo calculado para as réplicas em cada nivel de concentragao da
calibracao, respectivamente. Se Fca>Ftab para 95% de confianga, a regressao linear é
significativa, caso contrario, se Ftab>Fcal, N&0 existe relagao linear entre os eixos x e y,
mesmo com um bom valor de R*( SKOOG et al., 2008) (ALCANTARA, 2018).

Também foi efetuada a inspecdo visual do perfil de distribuicdo dos
residuos da regressao como ferramenta complementar aos demais testes estatisticos
formais (INMETRO, 2018) (VIDAL et al., 2020). Todas essas avaliagbes foram

efetuadas individualmente para cada parabeno.

4.5.3 Limites de deteccao e quantificagao

O limite de deteccdo (LD) do método foi estimado através do método das
diluicbes sucessivas, partindo do ponto mais baixo da curva de calibragcao até o nivel
de menor concentragdo para cada parabeno que pudesse ser detectado, mas nao
necessariamente quantificado nas condicdes estabelecidas e que apresentasse a

relagao sinal/ruido de 3:1.

O limite de quantificagdo (LQ) do método seguiu 0 mesmo principio do LD,
considerando a menor concentracdo que pudesse der quantificada com precisao e
exatidao e que apresentasse uma relagao sinal/ruido de no minimo 6:1. (EUROPEAN
COMMISSION, 2019) (INMETRO, 2017).

Foram preparadas solugdes padrao por diluicdo a partir da solugao de 5 mg
L' (em metanol) sendo diluidas em agua deionizada com pH corrigido entre 5,0 e 6,0
em ordem decrescente de concentragao dos parabenos e procedeu-se a extragao por
DLLME conforme item 4.5.2 e o sobrenadante foi injetado no sistema cromatografico

conforme as condi¢cbes estabelecidas anteriormente no item 4.2.2.
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4.5.4 Exatidao

A exatiddo foi avaliada pelo método da adicdo de padrdao e sua
recuperagao, onde foram adicionados a uma amostra de agua de agude,
respectivamente 5, 25 e 60 yg L' de uma solugdo padrao de parabenos antes do
processo de extracido por DLLME. Este procedimento foi efetuado em triplicatas para

cada ponto e a exatid&do calculada pela Equagéo 7:

% R = [(CaM + PAD — CAM) /CPAD] = 100 Equacao 7

Em que:

Cam+pap = Resultado obtido para concentragdo da amostra acrescido de padrao de

parabenos;
Cam = Resultado obtido para concentragao apenas da amostra;

Cpap = Concentracao de padréo de parabenos adicionado.

4.5.5 Precisao

A precisdo do método foi avaliada pela repetibilidade, onde foram
preparadas solugdes em trés niveis de concentragdo da curva: baixo, médio e alto,
sendo respectivamente 5,0 e 25 e 60 pg L. As solugbes foram preparadas em
triplicatas no mesmo dia, pelo mesmo analista, utilizando o mesmo equipamento e

avaliando a dispersao de resultados entre os pontos analisados por DPR.

4.6 APLICACAO DO METODO

4.6.1 Area de Estudo
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O método proposto foi aplicado na determinacdo de parabenos em treze
recursos hidricos superficiais, localizados no estado do Ceara, regido Nordeste do

Brasil. Os locais de amostragem e localizagao sdo mostrados na Figura 6 e Tabela 8.

Figura 6 - Localizacao dos reservatérios de agua superficiais analisados, no Estado
do Cear4, Brasil.
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Drenagem superficial | )" Gavizo 10. Riachdo
- Reseivatoios 05. ltapebussu 11. Sitios Novos
06. Macacos 12. Coco
SIRGAS 2000/ UTM zone 24S 13. Germinal

* Coordenadas do Sistema de Posicionamento Global (GPS) georreferenciadas pela COGERH e
projecao cartografica SIRGAS 2000/UTM zona 24S.

Estes reservatérios sdo responsaveis pelo abastecimento de agua de
algumas cidades do estado do Ceara e, dentre estas, Fortaleza, a quinta cidade mais
populosa do Brasil, com mais de 2.680.000 habitantes (IBGE, 2018). O clima é
classificado como semiarido com chuvas médias da ordem de 1.500 mm/ano, no
entanto, devido ao alto potencial de evapotranspiragdao, em torno de 2.300 mm/ano,
acaba causando um balango hidrico climatico negativo (PEIXOTO; CAVALCANTE;
GOMES, 2020), tornando imprescindivel o monitoramento da qualidade desses

recursos hidricos devido a elevada escassez dos mesmos nesta regido.
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Tabela 8 - Identificacdo e coordenadas geograficas das amostras de aguas

superficiais.

Numero Reservatoérios Cidade Latitude S Longitude W
1 Acarape do Meio  Redengéo -4,19366 -38,79973
2 Aracoiaba Aracoiaba -4,40239 -38,69906
3 Batente Morada Nova -4,65133 -38,49205
4 Gaviao Pacatuba -3,90686 -38,55701
5 Itapebussu Maranguape  -4,06028 -38,90159
6 Macacos Ibaretama -4,80240 -38,71086
7 Maranguapinho Maranguape  -3,87925 -38,65152
8 Pacajus Pacajus -4,22245 -38,38713
9 Pacoti Horizonte -4,04323 -38,53842
10 Riachao ltaitinga -4,00000 -38,52616
11 Sitios Novos Caucaia -3,77200 -38,96261
12 Coco Fortaleza -3,84079 -38,53651
13 Germinal Palmacia -4,18007 -38,86521

Fonte: A autora

4.6.2 Amostragem

Foi utilizada a estrutura operacional da COGERH para a realizagdo das
atividades de campo. O transporte entre os pontos de amostragem foi efetuado com
barco a motor e as coletas realizadas utilizando frascos de polietileno previamente

descontaminados com acido nitrico e acetona.

As amostras foram coletadas entre janeiro e junho do ano de 2019 nos
pontos de amostragem anteriormente citados na Tabela 8. Os frascos eram
mergulhados a uma profundidade maxima de 50 cm da superficie, identificados e
acondicionados em isopor com gelo para serem transportados até o laboratério LAQA
armazenados sob refrigeracdo a 4°C. Ja no LAQA as amostras foram filtradas em filtro
de membrana de nailon 0,45 ym e armazenadas a 4° C até o momento da extracao
por DLLME e quantificagdo no HPLC-DAD.
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Para cada amostra previamente filtrada, foi checado o valor de pH e,
quando necessario, 0 mesmo foi ajustado com solugdes de HCI 0,1 mol L-" e/ou NaOH

0,1 mol L' com o auxilio de um pHmetro para a faixa de pH entre 5 e 6.

Apds o ajuste do pH, foram transferidos 10 mL de cada amostra para um
tubo de Falcon, adicionou-se 1g de NaCl e agitou-se em Vortex por 2 minutos. Em
seguida com o auxilio de uma micropipeta, adicionou-se ao tubo, 790 uL de uma
mistura de acetona/decanol na proporg¢ao de 700/90 L, respectivamente. O tubo foi
agitado em Vértex por 2 minutos e em seguida foi centrifugado por 5 minutos a 4000
rom. O sobrenadante (fase organica) foi cuidadosamente removido com uma seringa
e injetado no sistema cromatografico conforme as condi¢gées otimizadas no item

4.2.2.0s experimentos foram realizados em triplicatas.

4.7 AVALIAGAO DA QUALIDADE HiDRICA

Além do estudo da ocorréncia de parabenos nos recursos hidricos ja
citados, buscou-se efetuar uma avaliacdo da qualidade hidrica destes a partir da
identificagcdo dos principais parametros que influenciam nesta qualidade. Para tal, foi
utilizada como ferramenta a estatistica multivariada a Analise de Componentes
Principais (ACP).

4.7.1 Amostragem

Os dados foram cedidos pela COGERH e como esta estabeleceu a
frequencia das coletas e analises dos acudes, optou-se por avaliar os mesmos agudes
onde foram efetuadas as coletas para as analises de parabenos. Assim, foi avaliada
a qualidade hidrica de 13 recursos hidricos localizados na regido semiarida cearense

conforme foram apresentados no item 4.6.1 deste presente estudo.

E importante salientar que dentre os recursos hidricos analisados,
encontram-se agudes o Acarape do Meio (ACA), Gaviao (GAV), Pacajus (PAC), Pacoti
(PCT) e Riachao (RIA) que sao responsaveis pelo abastecimento hidrico da cidade
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de Fortaleza e regidao metropolitana e fazem parte das Bacias Metropolitanas de
Fortaleza (BMF).

O monitoramento da qualidade da agua dos acudes foi efetuado
mensalmente no periodo de janeiro a junho de 2019, ou seja, 0 mesmo periodo para
as analises de parabenos nestas aguas. As amostras foram coletadas pelos técnicos
da Companhia de Gestdo de Recursos Hidricos do estado do Ceara (COGERH) a
uma profundidade de 50 cm da superficie e levados para posterior anadlise nos

laboratérios da Companhia de Agua e Esgoto do Estado do Ceara (CAGECE).

Foram avaliados 25 parametros: oxigénio dissolvido (OD), temperatura (T),
pH, condutividade elétrica (CE), transparéncia (Transp), solidos totais (ST), sélidos
dissolvidos totais (SDT), turbidez (Turb), cor verdadeira (CV), demanda quimica de
oxigénio (DQO), demanda bioquimica de oxigénio (DBO), fésforo total (PT),
ortofosfato (P-orto), nitrogénio total (NT), clorofila a (Chl-a), magnésio (Mg?*), sodio
(Na*), célcio (Ca?*), potassio (K*), aménio (NHs*-N), ferro (Fe), cloreto (CI),

bicarbonato (HCO3), sulfato (SO4?") e Escherichia coli (E-Coli).

As anadlises das amostras de aguas seguiram metodologias preconizadas
pelo Standard Methods for the exammination of water and  wasterwater
(APHA,2012/APHA,2017), Safe Drinking Water Act (USEPA,1974) e United States
Environmental Protection Agency (USEPA,1993) listados na Tabela 9 .

Tabela 9 - Parametros avaliados e metodologias aplicadas

Param. U L Técnica Referéncia
oD m  Sonda multiparamétrica APHA, 2012
pH - 0 Eletrométrico APHA, 2012
CE u 2 Condutimetria (2510 B) APHA, 2012
Transp. m - Profundidade do disco de Secchi -

ST m 2 Gravimetria (2540 B) APHA, 2017
SDT m 2 Gravimetria (2540 D) APHA, 2012
Turb. U 0 Nefelométrico (2130B) APHA, 2017
cv m 2 Método de Comparagao Visual (2120B) APHA, 2017
Mg?* m 0 Método do Calculo (3500-Mg B) APHA, 2017
Na* m 2 otometria de Emissdo de Chama (3500-Na- APHA, 2012
Ca% ?n 0 Egznantrolina (3500-Fe-B) APHA, 2012
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Fe m 0 Fenantrolina (3500-Fe-B) APHA, 2012

K* m 2 Fotometria de Emisséo de Chama (3500-K- APHA, 2012
g. B)

S04 m 1 Turbidimetria — (4500-S042-E) APHA, 2017

HCOs- m 8 Titrimetria Acido-Base (2320 B) APHA, 2012

CI- m 7 Argentimétrico (4500-CI-B) APHA, 2012

NH4* m 0 Nesslerizagao(350.2)Cromat. ibnica USEPA, 1974 /
g, (4110B) APHA, 2012

NO: m 0 Colorimétrico (4500-NO2- B) APHA, 2017

NOs- m 0 Redugéo de Cadmio (4500 - NO 3-) APHA, 2017

P-orto m 0 Acido Ascérbico (4500- P E) APHA, 2017

NT m 0 Método Persulfato (4500-P-J)(4500-NO3- - APHA, 2017

, E
PT ?n 0 M)étodo do Persulfato (4500-P-J) (4500-P-  APHA, 2017
, E

DBO ?n 2 Io)dometria (5210 B) APHA, 2012

DQO m 2 Refluxo fechado/ Espectrofotometria EPA, 1993
g 0 (410.4)

E. Coli N 1 Substrato enzimatico (9223 B 2b) APHA, 2012

Clha-a  p 1 Espectrofotométrico (10200 H) - APHA, APHA, 2012
g, 2012.

Fonte: A autora

4.7.2 Analises Estatisticas

A identificacdo dos parametros que influenciam na qualidade das aguas
dos agudes estudados foi efetuada pela Analise de Componentes Principais (ACP).
No entanto, antes de se proceder a analise estatistica multivariada os valores dos
parametros ambientais foram pré-processados em tabela, em forma de matriz, onde
as colunas correspondem as variaveis (parametros) e, as linhas, as observagdes ou
registros (meses). Os valores dos parametros com resultado abaixo do limite de
quantificacdo (LQ) do método foram substituidos pelo proprio LQ ou pelo LD do
método (n= 64), caracterizando assim o pior cenario em termos de qualidade hidrica.
Parametros com dados faltantes (n=14) foram substituidos pela média das amostras
restantes (Xm), apresentando um percentual de dados faltantes inferior a 2%. Deste
modo a adigao do valor médio completa a matriz e a ndo influencia na analise posterior

(FERREIRA, 2015). No total foram efetuadas 6 coletas mensais, com 25 variaveis
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analisadas o que correspondeu a 1.025 observagdes com percentual total de dados

faltantes e inferiores ao LQ correspondente a 9% (n=88) do total de observacoes.

Com o intuito de evitar erros de classificagcdo em funcédo das diferentes
escalas e magnitudes das variaveis, procedeu-se a normalizacdo dos dados para
posteriormente realizar as analises multivariadas. Procedeu-se a normalizagao dos

dados através do método Z-Score, conforme a Equacgéo 8:

Z=(X—-xm)/o Equacgao 8

Em que Z é o valor da variavel normalizada, X é o resultado bruto da variavel para
cada amostra, Xm € o valor médio da variavel e ¢ € o desvio padrdao da variavel na
amostra. De posse dos dados pré-processados, seguiu-se para ACP a fim de
identificar os principais parametros responsaveis pela variancia encontrada nos dados
e assim otimizar o monitoramento dos agudes, no futuro, em fungdo dos mesmos.
Geralmente a maior parte da variancia pode ser explicada por um numero reduzido
de componentes, sendo possivel o descarte do restante sem perda significativa de
informacé&o. Para o pré-tratamento dos dados foi utilizado o programa Excel ( 2010) e

as analises estatisticas multivariadas foram conduzidas pelo software Statistica 6.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OTIMIZACAO DO METODO CROMATOGRAFICO

Na HPLC sabe-se que a separacgao dos analitos ocorre em fungao da maior
ou menor interagdo entre estes e as fases movel e estacionaria (COLLINS et al.,
2006). Neste trabalho foi utilizado a coluna da Agilent, modelo ZORBAX-ODS,
preparada a partir da silica quimicamente ligada ao octadecilsilano (C18), sendo
caracterizada por uma coluna de fase reversa, uma vez que, o grupo C18 confere a
fase estacionaria menor polaridade em relagdo a polaridade das fases moveis
utilizadas em HPLC.

As condigbes cromatograficas iniciais foram baseadas em trabalhos
publicados com extragédo de parabenos por DLLME e quantificagdo por HPLC (XU et
al., 2013) ( GALINARO; PEREIRA; VIEIRA, 2015) ( GOMES, 2016). As condigdes
cromatograficas iniciais foram: fase movel metanol e agua acidificada com acido
acético 1% (70/30 v/v) com fluxo de 1mL min~' no modo isocratico, temperatura do
forno de 30°C, no comprimento de onda de maxima absor¢do dos parabenos
identificados pelo detector de arranjo de diodos (DAD), que correspondeu a 256 nm e

tempo de corrida de 10 minutos.

Na Figura 7 estdo representadas as corridas cromatograficas nas
condi¢des iniciais apdés a extracdo por DLLME de uma solugdo multielementar de
parabenos de concentragdo 50 ug L' (em preto) e da injecdo direta de uma solugéo
multielementar de parabenos de concentragdo 5 mg L' (vermelho). Como se pode
observar, os tempos de retengéo correspondentes aos parabenos no cromatograma
em vermelho sao: MeP (3,35), EtP (4,04), PrP (4,54) e BtP(6,18). Estes picos foram
confirmados com a injegao direta de solugbes individuais de cada parabeno na

concentragédo de 5 mg L.
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Figura 7 - Cromatograma da corrida do mix de parabenos ap6s extracao por DLLME
(preto) e do mix de parabenos de concentragdo de 5 mg L por injegao direta

(vermelho) nas condi¢gbes cromatograficas iniciais.
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Fonte: A autora

Observando a Figura 7, percebe-se a coincidéncia dos tempos de retengao
dos picos em preto com alguns picos do cromatograma em vermelho, levando a supor
que seriam dos respectivos parabenos. No entanto, ao se observar a Figura 8, onde
constam os cromatogramas da mesma solugcdo multielementar de parabenos de
concentragdo de 5 mg L™ por injegado direta (vermelho) e do cromatograma em preto,
correspondente ao branco do procedimento da extracdo por DLLME, ou seja,
contendo apenas os solventes acetona e decanol, logo constata-se a sobreposigao
de um pico no mesmo tempo de retengao do butilparabeno, ou seja, na Figura 7 o

butilparabeno coeluiu com os solventes da extragdo por DLLME.
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Figura 8 - Cromatograma da corrida do branco extraido por DLLME (preto) e do mix
de parabenos por injegao direta (vermelho).
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Fonte: A autora

Apos o procedimento de otimizagao da corrida cromatografica chegou-se a
uma condicao adequada para identificagdo dos parabenos por DLLME sem que
houvesse a coeluicdo com os solventes presentes. Na Figura 9 esta disposto o
gradiente de eluicdo otimizado. Como se pode observar na Figura 9, a eluicéo se
iniciou com a proporcédo de 70% de metanol com um aumento para 75% a partir de
01:30 minutos, ocorrendo de forma gradual para minimizar a possibilidade de aumento
de linha de base até 03 minutos. A partir de 03 minutos a propor¢édo de metanol
permaneceu constante a 75% até 8 minutos e a partir deste retorna a condigao inicial
de 70% em metanol e permanece por 7 minutos visando a preparagao para corrida

subsequente. O tempo total da corrida cromatografica foi de 15 minutos.

O aumento da forca da fase movel foi necessario para promover a
separacao do BtP, uma vez que este é o parabeno de menor polaridade, devido sua
maior cadeia alifatica, e que coeluiu com os solventes da extragao por DLLME. Assim,

ao se elevar a propor¢cao de metanol na fase movel favoreceu a diminuicdo da
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interacdo do BtP com a fase estacionaria, por se tratar de cromatografia de fase
reversa (RIBANI et al., 2004) (COLLINS et al., 2006).

Figura 9- Gradiente de eluicdo para analise de parabenos por DLLME em termos
percentuais de Metanol (vermelho).
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Fonte: A autora

Na Figura 10 esta plotado o grafico da corrida cromatografica do mix de
parabenos (vermelho) e do branco da extragdo por DLLME ( preto) nas condi¢des
cromatograficas otimizadas. Observa-se uma separagao satisfatéria dos picos
referente aos parabenos e aos solventes de extragdao, conforme identificado no
cromatograma da Figura 10. A Tabela 10 apresenta os tempos de retencéo ( tr) de

cada parabeno nas condi¢des otimizadas.

Tabela 10 - Tempos de retencao dos parabenos nas condi¢gdes otimizadas

Pico Composto tr(min)
MeP Metilparabeno 3,46
EtP Etilparabeno 4,16
PrP Propilparabeno 5,40
BtP Butilparabeno 7,52

Fonte: A autora
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Figura 10 - Cromatograma da corrida do mix de parabenos (vermelho) e do branco
da extragao por DLLME (preto ) nas condi¢bes otimizadas.
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Fonte: A autora

5.2 OTIMIZACAO DA EXTRACAO POR DLLME

Diversos fatores podem influenciar no processo de extragao por DLLME,
entre eles os mais relevantes sao: a selecdo de solventes de extracéo e dispersao,
volume destes solventes, tempo de extragéo, agitagao, pH e forga idnica (REZAEE et
al., 2006) (ALVES et al., 2014) (LEONG; FUH; HUANG, 2014). No entanto, a escolha
dos solventes de extracédo e dispersdo, bem como seus usos em proporgcdes
adequadas, sao os principais fatores para um processo de extracido de DLLME mais

eficiente.

Quando o método de extragao por DLLME foi proposto por Rezaee e seus
colaboradores (2006), foi utilizado como solvente extrator o tetracloroetileno ou
tetracloreto de carbono, devido sua elevada densidade e sua baixa polaridade, o que

favoreceu a extragao de HPAs em aguas naturais.
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Em 2010, Farajzadeh e colaboradores, propuseram a utilizacdo do
ciclohexano como solvente extrator para analise de pesticidas organofosforados,
introduzindo assim, uma variante da técnica de extragao por DLLME, uma vez que o
ciclohexano & um solvente de menor densidade que a agua. Uma segunda justificativa
também defendida por Farajzadeh et al. (2010) foi a menor toxicidade do ciclohexano,
ou dos hidrocarbonetos de um modo geral quando comparados aos solventes

organoclorados comumente utilizados como solventes de extracao até entao.

Diversos trabalhos vém sendo publicados referentes a quantificagcao de
parabenos por DLLME com a utilizagdo de solventes de extragdo com menor
densidade que a agua e ambientalmente mais seguros. Farajzadeh et al. (2010)
propés a extragdo de MeP, EtP e PrP em diversas matrizes (molho de tomate,
enxaguante bucal e formulagdo farmacéutica) utilizando como solventes extrator e

dispersor o octanol e acetona, respectivamente.

Aplicagdes voltadas para a extragcdo em matrizes aquosas também com o
uso de solventes extratores menos toxicos também sao reportadas na literatura com
a relacao solvente extrator/dispersor respectivamente: decanol/acetonitrila (CABUK;
AKYUZ; ATA, 2012), octanol/acetona (BARBOSA, 2015) (GALINARO; PEREIRA;
VIEIRA, 2015) e decanol/acetona (GOMES, 2016). Assim, foram selecionados os
solventes octanol e decanol como solventes de extracdo, além dos solventes acetona,
acetonitrila e metanol como solventes de dispersdo para a condugao do estudo de
selecao do melhor par de solventes de extracao/dispersao dos parabenos por DLLME.
Estes solventes conforme ja reportado, também foram selecionados para esta etapa

devido a facil disponibilidade dos mesmos em laboratdrio.

5.2.1 Selecao dos solventes de extracao e dispersao

Na Tabela 11 estdo descritos os resultados do estudo preliminar de
extragdo dos parabenos por DLLME com os pares de solventes extragao/dispersao
avaliados. Para a selegcdo do mais adequado par de solventes de extragao/disperséo

para o desenvolvimento da metodologia de extracao de parabenos levou-se em
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consideragao os seguintes requisitos: eficiéncia da extragdo, menor toxicidade e

menor custo.

Os pares de solventes Il (decanol/metanol) e | (decanol/acetona)
apresentaram melhores eficiéncia de recuperagao da extragdo com valores oscilando
entre 36,5-73,8% e 34,1-74,7%, respectivamente. De um modo geral o solvente de
extracdo decanol apresentou melhores percentuais de eficiéncia da extracdo em
relagdo ao octanol, o que pode ser justificado por sua maior cadeia alifatica, assim
seu maior coeficiente de particdo promoveu uma melhor interagdo com os analitos de
interesse, principalmente com o PrP e BtP que sdo mais apolares dentre os parabenos

estudado.

Tabela 11 - Eficiéncia da extracdo DLLME de parabenos por diferentes pares de
solventes de extragao/dispersao

Par Solv. extr/disp Recuperagdo — RE%
MeP EtP PrP BtP
| decanol/acetona 341 53.7 681 74.7
Il decanol/acetonitrila 33.8 551 65.5 66.2
i decanol/metanol 365 558 70.2 738
v octanol/acetona 323 496 635 70.1
\") octanol/acetonitrila 30.3 485 626 66.9
Vi octanol/metanol 33.1 48.2 584 65.8

Fonte: A autora

Na Tabela 12 estdo apresentadas algumas informagdes sobre propriedade
fisicas e riscos a saude dos solventes avaliados. Todos os solventes possuem
densidade menor que a da agua (1 g mL" a 20° C), assim apds a extragdo e
centrifugacao os solventes se encontravam na superficie da amostra aquosa, o que

facilitou o processo de coleta dos mesmos para posterior inje¢ao no sistema HPLC.

Com base nos dados disponiveis na ficha de seguranga de produtos
quimicos (FISPQ) de cada solvente, todos apresentam boa biodegradabilidade com
pelo menos 70% desta em 21 dias ( Tabela 11). No entanto, segundo a norma
regulamentadora (NR) N° 1425-4 da ABNT, que trata da FISPQ de produtos quimicos
com informacdes sobre seguranga, saude e meio ambiente, todos os solventes
apresentam algum risco a saude humana, sendo que, segundo a mesma NR, 0s pesos

66



sdo dados em ordem decrescente de intensidade do dano, ou seja 1 para maior risco

e 4 para o menor. Os riscos mais frequentes foram os oculares, mas também estao

presentes riscos a pele, oral (em caso de ingestdo) e inalagdo. Cabe salientar que por

se tratar de produtos quimicos, estes costumam apresentar algum risco, mas que com

o uso de equipamentos de protecdo individual (EPI) adequados tais riscos podem ser

minimizados e/ou eliminados.

Tabela 12 - Propriedades dos solventes de dispersao e extragao

Solvente Acetona Acetonitrila Metanol Decanol
Formula CH;COCHs;  C,H3N CH5OH CH5(CH,),OH  CHs(CH,)sOH
Massa
Molar o508 41,05 32,04 158,28
Ponto de
Pl -95,4 -45,7 -98,0 5-7
Ponto de
ebuligio 56,2 81,6 64,5 220-235
Densidade
_ g/mL 0,79 0,786 0,792 0,80
Solub.
sgua g/100 Solivel  Solivel  Soldvel 0,037
Coef. de
particio -0,24 -0,34 -0,77 4,57
Biodegra- g0 584 70%,21d  99%,30d 86%,30d
dabilidade

Ocular Oral (3),

(2), Inalagdo
Classifica- sistémica (3),
~ . o~ Pele (4), P
¢ao dos de 6rgao- sistémica Pele (2),

. . Oral (4), L Ocular(2)
Perigos alvo ~ de orgéo- Ocular (2)
- Inalagéo (4)

especific alvo

o0-SNC especifico

(3) - olhos (1)

Fonte: Merck, 2017

Os solventes de dispersao acetona e metanol apresentam menores riscos

ambientais (maior biodegradabilidade), porém maiores riscos a saude quando

comparados a acetonitrila

(CAPELLO; FISCHER; HUNGERBUHLER, 2007)
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(GALUSZKA et al., 2012). Como os percentuais de eficiéncia de extragao para ambos
os solventes dispersores foram préximos, levou-se o fator financeiro, uma vez que, o

solvente acetona de grau HPLC possui menor custo.

Alguns estudos reportam que acetona utilizada como solvente dispersor
produz solugdes com ponto de nuvem mais uniforme e estavel por um longo periodo
de tempo o que também foi levado em consideragcdo na escolha do melhor par de
solventes de extragao/dispersdao (HASHEMI et al., 2009) (FARAJZADEHet al., 2010).
Assim, o par de solventes decanol/acetona foi selecionado para os estudos
posteriores, devido a menor toxicidade da acetona (exposigao cronica), formagéao de
ponto de nuvem mais estavel e também ao menor custo quando comparado ao
metanol (MORETA; TENA; KANNAN, 2015).

5.2.2 Efeito dos volumes de solventes extrator/dispersor e de amostra

Uma vez escolhido o melhor par de solventes de extracio/dispersao
procedeu-se a avaliagao do efeito dos volumes de solvente de extracao e dispersao e
da amostra na extragdo de parabenos por DLLME. Optou-se pela utilizacdo do
planejamento experimental, uma ferramenta estatistica que permite estudar um
sistema de forma mais rapida e econémica. Neste tipo de planejamento, os fatores
sdo variados simultaneamente, permitindo assim a visualizagao tanto do efeito de
cada fator sobre as variaveis respostas (ex.: FE), bem como o efeito sinérgico da
interacao destes fatores com as variaveis respostas (VIDAL et al., 2016) ( RAULINO,
2016).

O parametro de forga ibnica foi mantido constante, com adigdo de NaCl na
proporcdo de 10% (m/v) em todos os ensaios de planejamento, bem como os
parametros de tempo de centrifugagcao e velocidade de centrifugacdo. Foi utilizado o
planejamento fatorial completo 2¢ (BOX et al., 1978), em dois niveis para cada
variavel, ou seja, um nivel superior (+) e um nivel inferior (-), além de um ponto central
que corresponde aos valores médios de cada variavel. Este tipo de planejamento é
frequentemente utilizado na otimizagao de processos experimentais quando se deseja

verificar se as variaveis estudadas afetam de forma individual e sinérgica a resposta
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desejada. A avaliacéo foi feita através de analise de variancia (ANOVA) que estima a
significancia dos efeitos principais e das interagdes entre as variaveis. O valor de p
(probabilidade estatistica) indica quando o efeito é estatisticamente significativo
(p=<0,05).

Na Tabela 13 constam os resultados obtidos do planejamento
experimental, ou seja, o FE obtido para cada parabeno e seus respectivos desvios
padrao relativo (DPR) nas condi¢cdes estabelecidas conforme no item 4.4.1. Como
pode ser observado na Tabela 13, o FE, ou seja, o fator de enriquecimento, variou de

20 a aproximadamente 66 vezes, dependendo do analito.

Tabela 13 - Resultados do Planejamento Experimental.

EXP. MeP EtP PrP BtP
FE DPR FE DPR FE DPR FE DPR
20,87 3,52 2794 3,82 30,35 5,76 36,58 8,58
24,57 6,66 32,82 6,34 41,01 4,62 4546 4,01
23,14 261 2951 258 3294 0,77 41,20 0,31
48,61 4,65 54,67 649 62,97 247 6595 3,07
22,75 3,43 25,75 293 28,03 3,7 30,36 0,82
23,41 0,34 3499 8,14 4211 11,39 50,72 2,97
2573 118 29,97 2,57 30,14 2,51 33,27 247
29,35 12,09 51,15 5,87 49,66 9,62 48,00 4,01

Cc 32,67 012 36,75 0,10 40,08 2,75 45,18 1,20

Fonte: A autora

TOoONOAAPRLWN =

Os efeitos principais e as interacbes das variaveis podem ser também
avaliados analisando o diagrama de Pareto, um grafico de barras horizontais, que
corresponde aos valores absolutos dos efeitos estimados, cortado por uma linha
vertical correspondente a um intervalo de confiangca de 95%. Um efeito que excede
esta linha de referéncia deve ser considerado como um efeito significativo sobre a
resposta analitica (BINGOL; TEKIN; ALKAN, 2010). Os graficos de Pareto para o MeP
e o PrP estdo plotados nas Figuras 11 e 12, respectivamente. Como pode ser
observado na Figura 11, o aumento no volume de amostra causou uma interagao
positiva no FE do MeP, ao passo que um aumento no volume tanto do solvente
extrator, quanto do solvente dispersor causou uma interagdo negativa. No entanto,
todos os efeitos para o MeP nao foram significativos uma vez que os valores dos

efeitos ndo ultrapassaram o limite de significancia (linha vermelha).
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Figura 11 - Grafico de Pareto para o MeP com os efeitos da variagao do volume de
solvente extrator, volume de solvente dispersor e volume da amostra.
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Fonte: A autora

Figura 12 - Gréfico de Pareto para o EtP com os efeitos da variagdo do volume de

solvente extrator, volume de solvente dispersor e volume da amostra.
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Ja para o EtP, o grafico de Pareto da Figura 12, indica que um aumento no

volume de decanol repercute de forma significativa, porém negativa no seu FE o que

Fonte: A autora

€ esperado, uma vez que causa a diluicdo do analito na fase organica. Seguindo a

mesma tendéncia, um aumento no volume de solvente dispersor, também contribui
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de forma significativa, porém negativamente no FE. A interagdo positiva para o
aumento simultaneo nos volumes de solventes extrator e dispersor indica que a

proporcao entre estes dois é o fator mais relevante na busca do aumento do FE deste.

Vale salientar que dentre os parabenos estudados, o MeP possui menor
cadeia alifatica, de maior carater polar, assim, sua interagdo com a fase organica ¢ a
menor entre os parabenos estudados, fato também confirmado pelos menores valores

de FE, como mostrado na Tabela 13.

Nas Figuras 13 e 14 est&o plotados os diagramas de Pareto para o PrP e
BtP, respectivamente. Nota-se que, o volume do solvente extrator é o fator mais
significativo, porém atuando de forma negativa, ou seja, seu aumento confere uma
diminuicdo no FE podendo ser justificado pelo fato de que, a partir do PrP a
lipofilicidade dos parabenos € elevada, devido a um aumento significativo do seu
coeficiente de particdo, culminando em uma maior interagdo com o solvente de
extracdo e, portanto, uma maior dependéncia deste (CHAVEZ-MORENO et al., 2018)
(ANGELOV; VLASENKO; TASHKOV, 2007).

Para o BtP, o volume da amostra passa a ter um efeito positivo ligeiramente
maior do que quando comparado aos demais parabenos, uma vez que, a solubilidade
em meio aquoso deste &€ a menor de todas, sendo cerca de 10 vezes menor que o
MeP. Um maior volume de amostra confere uma maior disponibilidade de BtP no meio
aquoso e assim possibilita uma extracdo mais eficiente (BLEDZKA;
GROMADZINSKA; WASOWICZ, 2014b) (BOBERG et al., 2010).

Pode-se concluir que, para todos os parabenos, a propor¢cdo de solvente
extrator/dispersor possui interagdo positiva, sugerindo que o fator significante aqui é
a propor¢ao que estes guardam entre si. Um aumento no volume de solvente extrator
contribui negativamente para todos os parabenos, causando diluigdo, e assim
diminui¢cado do FE (GRECCO et al., 2019).
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Figura 13 - Grafico de Pareto para o PrP com os efeitos da variagao do Volume de
solvente extrator, Volume de solvente dispersor e Volume da amostra.
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Fonte: A autora

Figura 14 - Grafico de Pareto para o BtP com os efeitos da variagdo do Volume de
solvente extrator, Volume de solvente dispersor e Volume da amostra.
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Levando-se em consideragao as respostas obtidas no planejamento fatorial
completo (2%) para os quatro parabenos de interesse, procurou-se buscar uma
condigao 6tima, que pudesse favorecer a sinergia entre os mesmos. Foi utilizado para
tal, a fungdo Desejabilidade, proposta por Derringer e Suich (1980), onde um
procedimento matematico € efetuado para identificar uma melhor condigdo de
compromisso entre as diversas respostas que estdo sendo avaliadas em um
determinado planejamento fatorial. As respostas obtidas no planejamento fatorial séo
convertidas em valores entre 0 e 1, chamado de desejabilidade individual (Di), em que
0 representa um valor completamente indesejado, que corresponde a menor resposta
obtida no planejamento fatorial, e a resposta transformada em 1 corresponde a melhor
resposta obtida no planejamento fatorial, ou seja, o valor mais desejavel (MELO,
2015).

Diferentes tipos de fungdes desejabilidade podem ser utilizadas e
dependem da resposta que se deseja obter, ou seja, se a mesma deve ser
maximizada, minimizada ou mesmo assumir um valor intermediario. Neste estudo
procurou-se identificar as condicbes experimentais com as respostas mais elevadas
de FE, visando a maximizagao dos resultados. A Di para cada parabeno estudado foi

obtida segundo a Equagéao 9:

0, seFE< L

Di= [(FE-L)/(H-L)]",seL<FE<H

Equacao 9
1,seFE=H

Em que FE é obtido em cada planejamento, L e H sdo respectivamente o menor e o
maior valor de FE obtido em cada planejamento e W & o peso dado para cada
resultado do planejamento. Neste estudo, os resultados obtidos de FE para cada
parabeno tiveram peso W=1 por considerar que todos os parabenos tinham a mesma

relevancia dentro do estudo experimental.

Depois de transformar os valores previstos das variaveis dependentes (FE)

em diferentes combinagdes de niveis das variaveis em um valor predito de Di, a

desejabilidade global (D) foi calculada a partir da média geométrica, conforme a
Equacao 10:
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D = ( Di1 x Dix...Din) ¥ Equagéo 10

Em que Di1 a Din correspondem aos valores de Di obtido para cada parabeno e “n”
corresponde ao numero de respostas obtidas de Di, que neste estudo corresponde a
4. Segundo Akhanazarova e Kafarov (1982) os valores numéricos D e seus
respectivos conceitos de qualidade, podem ser classificados de acordo com a Tabela
14:

Tabela 14 - Valores de desejabilidade (D) e sua descrigao qualitativa

Valores de D Descrigao qualitativa
0,80 a 1,00 Aceitavel e Excelente
0,62 a 0,80 Aceitavel e Bom

0,37 a 0,63 Aceitavel, porém pobre
0,20 a 0,37 Valor Limite

0,00 a 0,20 Inaceitavel

Fonte: Akhanazarova e Kafarov (1982)

A Figura 15 apresenta os perfis de Desejabilidade para os 4 parabenos
dentro da faixa de volume de amostra, de solvente extrator e de solvente dispersor
estudados. Pela analise da Figura 15, a funcdo Desejabilidade possui um valor
otimizado em 0,98381, que de acordo com a classificacdo de Akhanazarova e Kafarov

(1982) corresponde a uma descrigao qualitativa aceitavel e excelente.

Os graficos da ultima coluna da Figura 16 mostram os perfis de Di para
cada parabeno. Observa-se que para as respostas analisadas a Desejabilidade tende
a 1 em condigbes semelhantes para todos os parabenos estudados, ou seja, menor
volume de solvente extrator e dispersor, porém para maiores volumes de amostra o
que € coerente uma vez que, quanto maior o volume de amostra, maior sera a

disponibilidade dos parabenos para extracao.
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Figura 15 - Perfis para os valores preditos e fungao Desejabilidade
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Fonte: A autora

Para verificar as tendéncias, apresenta-se na Figura 16 que corresponde
ao grafico da superficie de respostas para a Desejabilidade global da variagdo do
volume de solvente dispersor (esquerda) e do solvente extrator (direita) em relacéo a
variagao de volume da amostra. Considerando a variagcdo de volume de solvente
dispersor e extrator estudados, percebe-se claramente que, quanto menores forem os
volumes destes solventes, maior sera o FE, no entanto a influéncia do volume de
amostra para os limites estudados sugere que mesmo em condi¢cdes de analise com
volumes baixos a Desejabilidade ja alcanga valores satisfatorios. Esta observagao
torna-se relevante quando a disponibilidade de volume de amostra para analise é

pequena.
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Figura 16 - Grafico da superficie de resposta para a Desejabilidade global para a
variacao de volume de solvente dispersor (esquerda) e solvente extrator (direita) em
relacdo a variagao de volume de amostra

RSB,
TR RRRT,

Fonte: A autora

Para a Desejabilidade global referente a variagao do solvente extrator com
o solvente dispersor, conforme a Figura 17, demonstra uma relagao de linearidade,
onde, quanto menores os volumes de ambos, maior sera o FE. Segundo alguns
estudos (JAIN et al., 2013) (REZAEE et al., 2006) um aumento no volume de solvente
dispersor podera acarretar na maior solubilidade dos analitos na fase aquosa, porém,
baixos volumes de solvente dispersor podera dificultar a formacao do ponto de nuvem,
contribuindo para diminuicdo da eficiéncia da extracao.

Ficou estabelecido para validagao desta metodologia de extrac&do, que a
melhor proporgao de volumes de amostra/solvente dispersor/solvente extrator € de 10
mL/700 pL/90 uL, respectivamente. Nestas condi¢des a Desejabilidade global se
encontra acima de 0,80 considerada aceitavel a excelente para todas as variaveis.
Vale ressaltar que, esta escolha também foi embasada devido a limitagdes fisicas em
relacéo a coleta da fase organica. Foram efetuados testes de extragdo com volumes

inferiores a 90 pL, no entanto estes, apresentaram dificuldades no momento da coleta
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para posterior injecdo no sistema cromatografico. O volume médio coletado, na
extragdo por DLLME em condicbes otimizadas foi de 71 pL medidos com a

microseringa de inje¢ao no sistema cromatografico.

Figura 17 - Grafico da superficie de resposta para a Desejabilidade global para a
variagcédo de volume de solvente dispersor versus volume de solvente extrator
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Fonte: A autora

5.2.3 Efeito do pH

O efeito do pH é relevante na DLLME quando os analitos de interesse
possuem grupos ionizaveis. Como os parabenos sédo ésteres derivados do acido
benzdico, estes possuem grupos ionizaveis, sendo assim, torna-se relevante o estudo
do efeito do pH sobre a distribuigdo destes no solvente extrator, uma vez que, a rigor,
qguanto maior sua concentragao na forma nao ionizada, maior sera a eficiéncia da

extracao.
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A Figura 18 apresenta o percentual de recuperagao da extragao (%RE) dos
parabenos em funcdo da variagédo do pH. O valor de %RE foi obtido acordo com a
Equacao 11, em que FE corresponde ao fator de extracdo, Vext € Vamo Sao,
respectivamente, os volumes da fase extratora (decanol) coletados apos a extragao

por DLLME e da amostra, ja nas condi¢des otimizadas do planejamento.

Vext

Vamo

RE% = FEx

x100 Equacao 11

Como se pode observar, independente do pH estudado, o BtP apresenta
0s maiores valores de %RE enquanto o MeP apresenta os menores, o que se justifica
pelo fato de que, com o aumento da cadeia alifatica ocorre também um aumento do
carater apolar, proporcionando umamaior interagao entre o analito e a fase extratora
de polaridade semelhante (MORELLI et al., 2020).

Figura 18 - Efeito do pH no %R dos parabenos por DLLME
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Na Figura 19 encontra-se o diagrama de distribuicdo das espécies
protonadas e ionizadas para cada parabeno. Em valores de pH acima de 8,0 além
de ocorrer a hidrdlise alcalina dos parabenos, formando alcool e acido benzoico, cerca
40% dos parabenos ja se encontram na forma ionizada, fato que influencia
significativamente na eficiéncia da extracdo por solventes de carater mais apolar
(ANGELOV; VLASENKO; TASHKOV, 2007).

Figura 19 - Diagrama de distribuicao de parabenos em funcéo do pH, onde HA é a
forma acida e A- é a forma desprotonada
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Fonte: A autora

No caso dos parabenos, conforme mostra a Figura 20, estes possuem um
grupo ionizavel, influenciando diretamente na distribuicdo destes entre duas fases: a
organica (solvente extrator) e a aquosa. Segundo a literatura, os valores de pka dos
parabenos estudados variam de 8,47 a 8,50 (ANGELOV; VLASENKO; TASHKQOV,
2007) e estes encontram-se preferencialmente na forma protonada quando o pH do
meio aquoso varia entre 3,0 e 6,5. Quando o pH assume valores maiores que 6,5

ocorre a dissociagao, confirmada por menores valores do %RE.
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Figura 20 - Formas protonada e desprotonada dos parabenos em fungao do pH
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Fonte: Adaptado de Angelov et al., 2007.

Como este estudo visou a quantificagdo de parabenos em aguas
superficiais, optou-se por limitar o valor de pH entre 5,0 e 6,0 objetivando um maximo
na eficiéncia da extracdo por DLLME uma vez que nestes valores de pH os parabenos
se encontram praticamente 100% protonados. Segundo pesquisa bibliografica, as
aguas superficiais do estado do Ceara costumam apresentar valores de pH em torno
de 5,0 a 9,0 (COGERH, 2019), de modo que, antes da extragdo por DLLME, o pH
devera ser corrigindo com solugées de HCI (0,10 mol L") e/ou NaOH (0,10 mol L").

5.3 VALIDAGAO DO METODO DE DLLME

5.3.1 Seletividade

A seletividade é a primeira das figuras de mérito a serem avaliadas durante
o processo de validagcdo de um método analitico. Esta pode ser definida como a

capacidade do método proposto em gerar resultados confiaveis na identificagdo e/ou
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quantificagcdo de um determinado analito em matrizes complexas, ou seja, na

presenga de componentes que podem interferir na analise do analito em questao.

Sendo assim, o estudo da seletividade avalia o grau de interferéncia de
compostos presentes na amostra sobre os resultados obtidos pelo método (ANVISA,
2017) (JARDIM, 2004). Esta pode ser efetuada através da comparacéo entre os sinais
(resposta instrumental) da matriz isenta do analito e da matriz fortificada com uma
quantidade conhecida do analito (ANVISA, 2017). Nos métodos cromatograficos, a
avaliacdo da pureza do pico cromatografico pode ser efetuada com o auxilio de
detectores modernos (tais como espectrometro de massas, detectores de arranjo de
diodos), sendo também uma ferramenta viavel no estudo da seletividade (JARDIM,
2004).

Este estudo avaliou a seletividade do método a partir da comparagao entre
os cromatogramas obtidos apos extragcao por DLLME, ja nas condi¢des otimizadas,
de uma amostra do agude Pacoti e o cromatograma obtido apds a extragao por
DLLME da mesma amostra do acude Pacoti dopada com os parabenos na
concentragdo de 5,0 e 60 ug L', conforme apresentado na Figura 21. Nao foi
observado nenhum pico interferente eluindo no mesmo tempo de retengdo do

parabenos quando comparados ao cromatograma da amostra.

Figura 21 - Cromatogramas do agude Pacoti (preto) e do agude Pacoti dopado com

60 ug L' (vermelho) e 5 ug L' (azul) de parabenos extraidos por DLLME

EtP

Pacoti

80000 - PeP Pacoti dopado 60 ug |_:'
Pacoti dopado Sug L~

60000 H

BtP

mAU

40000 H

20000 4

]

Tempo (min)

81



Fonte: A autora

O detector de arranjo dos diodos (DAD) também foi utilizado como
ferramenta para verificacdo da seletividade, através da comparagao dos espectros
obtidos dos picos observados no cromatograma do agude Pacoti dopado com os
parabenos apos extragdo por DLLME em fungédo dos espectros gerados a partir de
uma solugdo padrdo na concentragdo de 5 ug L' parabenos apds extragdo por
DLLME. Os espectros gerados a partir da corrida cromatografica do padrdao de
parabenos foram salvos no banco de dados do software do equipamento, e
posteriormente comparados com os espectros da amostra do acude Pacoti dopado.
A partir desta comparacéo, o software indicou um percentual de similaridade entre o
espectro da amostra e do padrao que, em conjunto com os tempos de retencéo,

podem confirmar ou ndo, a seletividade do método proposto.

Na Figura 22 estao plotados os espectros de absor¢ado molecular do agude
Pacoti dopado com 5 ug L' de parabenos ( em preto) e os espectros de absorgdo de
uma solugdo padrao de 5 ug L' de parabenos (vermelho) obtidos apos extragéo por
DLLME na faixa de comprimento de onda de 190 a 350 nm. O percentual de
similaridade entre os picos da amostra e do padréo estao dispostos na Tabela 15. O
BtP apresentou o menor percentual de similaridade enquanto os demais parabenos

apresentaram elevada similaridade, com valores acima de 95%.

Tabela 15 - Similaridade dos espectros da amostra do agude Pacoti dopada

Pico Composto % Similaridade
MeP Metilparabeno 95,31
EtP Etilparabeno 97,65
PrP  Propilparabeno 97,35
BtP Butilparabeno 89,25
Fonte: A autora
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Figura 22 - Espectros de absorgdo de uma solugéo padrao de 5 ug L' de
parabenos (vermelho) e da amostra do agude Pacoti dopada com 5 ug L' de
parabenos (preto) obtidos apds extragéo por DLLME, sendo : MeP (1), EtP (2), PrP
(3) e BtP (4).

Fonte: A autora

Como pode ser observado na Figura 22, os parabenos possuem um
maximo de absor¢éo em torno de 205 e 256 nm devido a excitagéo dos elétrons n-*
presentes no anel aromatico e no grupo éster (205nm) e em uma segunda banda de
absorcao do benzeno em torno de 256 nm de menor intensidade (TALSKY, 1994).0s
espectros da amostra do agcude Pacoti dopada apresentaram boa concordancia com
os espectros da solucido padrao de parabenos, fato este confirmado pelos elevados

percentuais de similaridades observados.
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5.3.2 Linearidade

A linearidade pode ser definida como a capacidade que um método
analitico possui em produzir resultados que sejam diretamente proporcionais a
variacdo de concentracdo de um determinado analito (INMETRO, 2018) (ANVISA,
2017) (JARDIM, 2004). Para que a quantificacdo deste analito seja confiavel é
necessario que se conhega a dependéncia entre a resposta medida (y) e a

concentragao (x).

Em cromatografia, a relagdo entre a area do pico e a concentracédo do
analito é linear. Assim, ao se plotar os dados obtidos das areas do pico de um analito
em funcdo da concentracdo do mesmo, esta relagdo sera representada
matematicamente pela Equagao 12, o que corresponde a curva de calibragao para o

analito:

y=ax+b Equacéo 12

Em que: y = reposta medida (area de pico); x = concentragdo do analito; a = coeficiente
angular b= coeficiente linear (intercepto). Na construgdo desta curva de calibragao,
recomenda-se que sejam utilizados pelo menos, cinco niveis de concentragao
(JARDIM, 2004).

As curvas de calibragdo podem ser obtidas através dos seguintes meétodos:
padronizagao externa; padronizagao interna; superposi¢ao de matriz e adicdo padrao
(JARDIM, 2004). Neste trabalho optou-se pelo método da padronizagdo externa, que
compara a area do analito a ser quantificado na amostra com as areas obtidas com
solugdes de concentragdes conhecidas preparadas a partir de um padrdo, apds a

extracédo por DLLME.

A linearidade do método proposto foi avaliada através do coeficiente de
correlagdo (r) obtido por regressao linear pelo método dos minimos quadrados
ordinarios (MMQO) além da inspecgéo visual dos graficos de residuos. A ANVISA
recomenda um coeficiente de correlagdo igual a 0,99 e o INMETRO um valor acima
de 0,90 (ANVISA, 2017) (INMETRO, 2018). A analise de variancia (ANOVA) para os

resultados obtidos indicou que todas as curvas analiticas apresentaram regressao
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linear significativa (p<0,05). Como pode ser visto na Tabela 16, as curvas analiticas
apresentaram elevada linearidade caracterizadas pelos coeficientes de correlagao de
0,99 para todos os parabenos, estando este pardmetro em conformidade com o

prescrito pelos guias de validagdo adotados neste trabalho.

Tabela 16- Curvas analiticas dos parabenos e seus respectivos coeficientes de

correlacao
Analito Intervalo Equacgao calibragao r
uglL-’
MeP 5-75 y=5,6114E6x — 842,76 0,9957
EtP 5-75 y= 8,1357E6x + 5.956,61 0,9989
PrP 5-75 y=9,1307E6x + 3.730,05 0,9967
BtP 5-75 y= 8,8013E6x + 21.913,01  0,9974

Fonte: A autora

Muitas vezes é dificil detectar visualmente os desvios da linearidade, bem
como o valor de r pode frequentemente gerar uma medida superficial da correlagao
(JARDIM, 2004) (INMETRO, 2018). Assim, os testes estatisticos séo uteis para julgar
as diferencas numéricas resultantes de erros aleatérios inevitaveis de todas as
medidas ou dos erros sistematicos, uma vez que os resultados experimentais
raramente concordam exatamente com aqueles previstos por um modelo tedrico
(SKOOG et al., 2008).

Os resultados dos testes estatisticos para verificagdo do ajustamento da
curva analitica estao apresentados na Tabela 17. Os valores de Fca>Ftav para todos
os parabenos avaliados, podendo-se confirmar a existéncia de relacao linear entre as
variaveis x e y. No geral, quando a regresséo é significante, ocorre um elevado valor
de Fcal, como neste estudo, uma vez que a variagao nos valores de y, decorrentes da
relacao linear, possivelmente sera maior que os residuos (somatério dos desvios ou
somatoério dos erros) (SKOOG et al., 2008). Corroborando com a confirmagao da
linearidade das curvas analisadas, todos os valores obtidos para o teste tr
apresentaram-se maiores que tca>tab (N=6, v =n — 2) (BARBOSA et al., 2018) (VIDAL
et al., 2020).

85



Tabela 17 - Teste de linearidade das curvas analiticas considerando nivel de
significancia de 95% para os valores de Ftab € T tab.

Analito TestF Tr teste
Calculado Tabelado Calculado Tabelado

MeP 152,58 21,59

EtP 72,67 42,59

PrP 34599 639 2472 2,77

BtP 565,28 27,59

Fonte: A autora

Figura 23 - Curvas analiticas obtidas para os parabenos nas de concentra¢des de
50a75,0 pg L’
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As curvas analiticas dos parabenos estdo apresentadas na Figura 23 e na

Figura 24 estao apresentados os graficos de distribuicdo dos residuos dos mesmos,

calculados pela diferenca entre os valores de concentracao obtido para cada ponto da

curva e o valor esperado de concentragédo por meio da equagao de regressao linear

de cada parabeno. Através da inspecgao visual dos graficos de residuos, observa-se

que estes encontram-se distribuidos aleatoriamente em torno da linha do zero nao

sendo observados distribuicdo tendenciosa dos mesmos, ratificando a linearidade das

curvas analiticas dos parabenos analisadas.
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5.3.3 Limites de deteccao e quantificacao

Na tabela 18, sdo apresentados os Limites de Detecgao (LD) e Limites de

Quantificacado (LQ) do método para cada parabeno, com valores apresentados em ug

L-'. O LD foi estimado por diluigdes sucessivas, até o nivel mais baixo de detecgdo de

cada parabeno,

considerando a

relacdo sinal-ruido

(S/R) que corresponde

aproximadamente 3:1. O LQ foi determinado como o nivel de pico mais baixo que

pudesse ser analisado na amostra com exatiddo e precisao (EUROPEAN
COMMISSION, 2019). O LD varioude 0,5a1,0uygL"'eoLQfoide 1,0a2,0 ugL".

Tabela 18 - Valores de LD e LQ para o método proposto e comparagao com dados da revisao

bibliografica
Método Analito LD LQ Vamostra FE Referencia
pgL' gL~ mL
DLLME- MeP 1.00 2,00 10 48.0 Este trabalho
HPLC-DAD EtP 0.50 1,00 75.6
PrP 0.50 1,00 95.9
BtP 0.50 1,00 105.2
DLLME- MeP 0,80 2,40 5 38,9 (GALINARO;
LDS-DAD EtP 0,80 1,90 72,1 PEREIRA;
PrP 0,50 1,30 88,4 VIEIRA, 2015)
BtP 0,80 2,00 51,7
FPSE- MeP 2.85 9.5 10 95.4 (GULLE et al.,
HPLC-DAD EtP - - - 2019)
PrP 2.98 9.85 83.3
BtP 2.75 9.15 102.4
RDSE-GC- MeP 0.02 0.6 20 79.5 (BECERRA-
MS EtP 0.02 0.8 82.1 HERRERA et
PrP 0.04 0.12 82.1 al., 2018)
BtP 0.06 0.15 914 -
SPE-LC- MeP 0,024 0.08 250 - (MARTA-
MS/MS EtP 0,024 0.08 - SANCHEZ et
PrP 0.012 0.04 - al., 2018)
BtP 0.012 0.04 -

Fonte: A autora

A Tabela 18 também apresenta o desempenho do método proposto com

os dados da revisao bibliografica. Comparando os valores LD e LQ obtidos com
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diferentes técnicas analiticas, o método proposto apresentou melhor sensibilidade em
relacdo a extragao sorptiva de fase de tecido com detecgao por HPLC-DAD (FPSE-
HPLC-DAD) (GULLEet al., 2019) e apresentou valores de LD e LQ semelhantes
quando comparados a também por DLLME e detecgao por HPLC-DAD mas utilizando
o octanol como solvente de extragdo (GALINARO; PEREIRA; VIEIRA, 2015). A
sensibilidade do meétodo proposto apresentou-se menor quando comparado a
extragdo sorptiva em disco rotativo (usando Oasis® HLB como fase sorvente) e
deteccao por GC-MS (RDSE-GC-MS) (BECERRA-HERRERA et al., 2018) e também
em relacdo a extracdo em fase sdlida seguida por LC-MS/MS (SPE-LC-MS/MS)
(MARTA-SANCHEZ et al., 2018), podendo ser justificado a menor sensibilidade
devido a menor robustez do sistema de detecgao utilizado (DAD) quando comparado
aos sistemas de detecgdo (MS e MS/MS) dos trabalhos citados. Ainda assim, o
meétodo proposto apresentou valores de FE, para todos os parabenos, semelhantes
aos valores obtidos por RDSE-GC-MS, requereu uma pequena quantidade de
amostra (10 mL), ndo havendo a necessidade de uma etapa de derivatizacdo ou
limpeza, apresentou menor custo, menor tempo de andlise € mostrou-se ser
ambientalmente mais seguro (GALUSZKA et al., 2012) (SHAABAN et al., 2018).

5.3.4 Exatidao e precisao

A exatiddo do método proposto foi avaliada a partir de ensaios de
recuperacao realizados em trés niveis de concentragcao e em ftriplicatas em amostras
de agua superficial (agude Pacoti) enriquecidas nos niveis 5 , 25, e 60 ug L para
todos os parabenos. Conforme disposto na Tabela 19, todos os parabenos mostraram
taxas de recuperagcédo de aproximadamente 88 a 115%. A preciséo foi avaliada em

termos de repetibilidade.

A repetibilidade foi relatada pelo desvio padrao relativo (DPR) em trés
niveis de concentragcado da curva: baixo, médio e alto, sendo respectivamente 5 e 25
e 60 uyg L' no mesmo dia, com o mesmo analista, a mesma amostra, no mesmo
laboratorio e mesma instrumentagdo (ANVISA, 2017). Os valores de DPR para todos

0s parabenos apresentaram-se abaixo de 15%. Os principais guias de validagao
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recomendam valores de recuperacao entre 70-120% e DPR < 20% , deste modo, o
método proposto para andlise de parabenos apresentou-se satisfatorio (ICH, 2005)
(ANVISA, 2017).

Tabela 19 - Resultados da exatidao e precisdo para o método proposto

Analito Exatidao - % Recuperagao Precisao - DPR
5pugL?' 25ugL?' 60pgL?' 5ugL?' 25ugL?' 60 puglL"

MeP 95.27 96.69 91.19 13.17 8.97 0.24

EtP 97.67 112.31 104.14  9.59 5.14 2.13

PrP 88.76 91.68 94.22 13.87 4.09 6.39

BtP 102.43 96.44 114.78  2.54 4.10 1.16

Fonte: A autora

5.4 APLICACAO DO METODO DLLME

A metodologia de extracdo e quantificacdo de parabenos por DLLME-
HPLC-DAD foi aplicada na quantificagcdo de parabenos em aguas superficiais de 13
acudes do estado do Ceara todos monitorados pela COGERH. Estes acudes foram
monitorados de janeiro a junho do ano de 2019, como as campanhas eram mensais
e dependiam da logistica da COGERH, alguns agudes foram monitorados com
frequéncia mensal e outros ndo. Os resultados das analises dos compostos de

interesse sao apresentados na Tabela 20.

Em todas as amostras analisadas as concentragdes dos parabenos
encontraram-se abaixo do LQ do método. No entanto, optou-se por apresentar os
resultados para as amostras que se encontraram acima do LD a fim de avaliar a
presenca destes analitos, mesmo que de modo qualitativo. Nao foi detectado a
presenca de MeP e PrP nas amostras analisadas. Ja os parabenos EtP e BtP foram
identificados em algumas amostras. O EtP foi detectado nas amostras dos
reservatorios: Pacajus (3H1), Batente (27G1), Macacos (28H1), Gaviao (29H1) e
Riach&o (32H1). J&a o BtP foi detectado nos reservatérios: Sitios Novos (13H2),
Macacos (28H1) e Maranguapinho (33H2).
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Tabela 20 - Concentragdes de parabenos detectados nas amostras analisadas por
DLLME-HPLC-DAD

Més Reservatério Num. MeP EtP PrP BtP
2019 COGERH uglL"! pg L pg L pg L
Gaviao 1H1 <LD <LD <LD <LD
Sitios Novos 1H2 <LD <LD <LD <LD
— Aracoiaba 2H1 <LD <LD <LD <LD
% Acarape Meio 2H2 <LD <LD <LD <LD
3 Pacajus 3H1 <LD 0,55+4,77 «LD <LD
Pacoti 4H1 <LD <LD <LD <LD
Germinal 5H1 <LD <LD <LD <LD
coco 6H1 <LD <LD <LD <LD
Aracoiaba 7H1 <LD <LD <LD <LD
Acarape Meio  7H2 <LD <LD <LD <LD
- Gaviao 8H1 <LD <LD <LD <LD
e Pacajus 9H1 <LD <LD <LD <LD
X Sitios Novos 10H1 <LD <LD <LD <LD
g' Pacoti 11H1 <LD <LD <LD <LD
Riachéao 11H2 <LD <LD <LD <LD
Batente 12H1 <LD <LD <LD <LD
Macacos 12H2 <LD <LD <LD <LD
Gaviao 13H1 <LD <LD <LD <LD
3 Sitios Novos 13H2 <LD <LD <LD 0,61+ 15,07
§ Aracoiaba 14H1 <LD <LD <LD <LD
o Acarape Meio  14H2 <LD <LD <LD <LD
Pacajus 15H1 <LD <LD <LD <LD
Gaviao 18H1 <LD <LD <LD <LD
= Sitios Novos 18H2 <LD <LD <LD <LD
= Aracoiaba 19H1 <LD <LD <LD <LD
Acarape Meio  19H2 <LD <LD <LD <LD
Sitios Novos 23H1 <LD <LD <LD <LD
Aracoiaba 24h1 <LD <LD <LD <LD
3 Acarape Meio  24H2 <LD <LD <LD <LD
o Pacoti 26H1 <LD <LD <LD <LD
° Riach&o 26H2 <LD <LD <LD <LD
Batente 27H1 <LD 0,47+21,74 <«LD <LD
Macacos 28H1 <LD 0,55 8,07 «LD 0,96+31,54
Gaviao 29H1 <LD 0,51£13,65 <«LD <LD
Sitios Novos 29H2 <LD <LD <LD <LD
Acarape Meio  30H1 <LD <LD <LD <LD
E Aracoiaba 30H2 <LD <LD <LD <LD
3 Pacajus 31H1 <LD <LD <LD <LD
Riachao 32H1 <LD 0,62+5,75 «LD <LD
Itapebussu 33H1 <LD <LD <LD <LD
Maranguapinho 33H2 <LD <LD <LD 0,59+14,61

Fonte: A autora
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A Figura 25 apresenta o cromatograma da amostra do agude Pacoti (4H1)
e 0 mesmo dopado com uma solugéo de 5 ug L' de um mix de parabenos. Observa-
se a auséncia de picos referentes aos parabenos na amostra do agude Pacoti (4H1).
Ainda na Figura 25 esta apresentado o cromatograma da amostra do agude Macacos
(28H1) com os picos do EtP e BtP presentes na mesma. A Figura 26 apresenta os
espectros do EtP e BtP identificados para a mesma amostra do agude Macacos

(28H1) comparados aos espectros da solugao padrao de parabenos.

Figura 25 - Cromatogramas da analise dos agudes Macacos e do agude Pacoti
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Fonte: A autora
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26 - Espectros dos parabenos identificados no agude Macacos ( 28H1)
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Fonte: A autora

Como ja reportado anteriormente, as regides sul e sudeste apresentam um
quantitativo maior de trabalhos publicados que tratam da identificacdo e quantificacao
dos parabenos em aguas superficiais. Galinaro et al. (2015), por exemplo, identificou
a presenga de parabenos nas aguas do rio Mogi Guagu (estado de S&o Paulo), ao
longo dos seus 300 km, e detectou concentragbes médias de 8,0; 5,8, 13,1 e 15,1 ug
L' para o MeP, EtP, PrP e BtP, respectivamente. O autor associou a presencga
constante e em concentragdes elevadas dos parabenos no rio Mogi Guagu devido aos
despejos de esgotos tratados ou n&o tratados, além das diversas atividades industriais

existentes no entorno deste rio, 0 que corroborou com a contaminagdo do mesmo.

Reichert et al. (2020), identificou a presenga de parabenos em trés
afluentes do rio Tibagi (estado do Parana), na regiao sul do Brasil. As concentragdes
maximas encontradas foram de 0,27, 0,14, 0,49 e 0,13 ug L' para o MeP, EtP, PrP e
BtP, respectivamente. As concentracdes de parabenos encontradas por Reichert et
al. (2020) foram similares as identificadas nas aguas dos agudes avaliados neste
estudo, uma vez que, tais recursos hidricos se encontram em regides de menor

urbanizagao, mas ainda assim, suscetiveis a contaminag¢ao de origem antropogénica.
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5.5 AVALIACAO DA QUALIDADE HiDRICA

Sabe-se que a qualidade da agua de um recurso hidrico é determinada
por processos naturais, tais como intensidade de precipitagao, clima, tipo de solo etc.,
mas também, por influéncia antrépica no entorno do mesmo, tais como descargas
industriais e domésticas, agricultura e manejo de animais proximos ao recurso hidrico
(SANTOS et al., 2018) (PAULA FILHO et al., 2020).

A contaminagdo dos recursos hidricos por parabenos e outros
contaminantes emergentes esta fortemente relacionada com a presenca de descargas
por esgotos domésticos nestes recursos (MIZUKAWA et al., 2018) (SANTOS et al.,
2016) (REICHERT et al., 2020). E a presenca desta influéncia antrépica pode ser
identificada através do monitoramento de determinados parametros fisicos e
quimicos, algo ja bem fundamentado na literatura (LAMPARELLI, 2004) (ROLIM et al.,
2019) (PLATIKANOV et al., 2019) (COSTA et al., 2020). Assim, as proximas seg¢oes
deste estudo, trazem os resultados da avaliagdo da qualidade hidrica das aguas dos
acudes onde foram analisados a presenca dos parabenos. Como o quantitativo de
dados foi elevado (1.025 observagdes), tornando complexa a interpretacao destes
parametros, utilizou-se a técnica de estatistica multivariada de ACP para identificagao

dos fatores mais relevantes para a qualidade hidrica dos 13 acudes analisados.

5.5.1 Parametros de qualidade da agua

Na Tabela 21 estdo apresentados os resultados da descricdo estatistica
(maximos, minimos, médias e DP) dos parametros de qualidade da agua analisados,
bem como os valores maximos permitidos (VMPs) pela resolugdo N° 357/2005
CONAMA para os recursos hidricos de Classe Il. Os resultados das analises
completas para cada recurso hidrico encontram-se no Anexo |. E possivel notar uma
grande amplitude para a maioria dos parametros avaliados, resultando em elevados
valores de DP, sendo comum esta variabilidade em dados ambientais (CALAZANS;
PINTO, 2018).
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Tabela 21 - Estatistica descritiva dos parametros de qualidade da agua analisados

Parametro Unidade Max. Min. Média DP VMP
CONAMA

Transp m 1,80 0,30 0,80 0,35

oD mg/L 9,35 2,48 6,77 1,37  >50
P-Orto mg P - 0,19 002 006 0,05

NHs-N mg N - 0,53 010 0,28 0,13 20
E. Coli NMP/100 184,20 1,00 10,37 32,27

Fe mg FelL 1,85 0,11 059 046 0,30
T °C 31,50 27,75 29,58 0,81

pH - 8,77 672 769 056  6,0-9,0
cv mgPtyL 100,00 7,50 3152 18,63 75,0
Turb UNT 32,90 1,95 10,03 6,99 100,0
CE mS/cm 1248,00 242,00 554,88 272,80 250,0
ST mg/L 883,00 143,00 361,00 193,66

SDT mg/L 869,70 143,00 352,55 190,99

(o] mgCl-/L 317,87 27,84 11165 7565 250,0
S04 mg SO+ 63,00 10,00 23,68 13,14  250,0
HCO3 mg 140,40 49,87 87,05 17,01

Ca mg Ca/lL 35,64 10,39 17,58 5,05

Mg mg Mg/L 36,39 5,33 16,31 7,74

Na mgNa/L 146,00 17,00 58,39 33,07

K mgK/L 17,00 400 930 2,88

NT mgN/L 3,31 0,21 1,26 0,61

PT mgP/L 0,24 002 009 005 0,03
Chl-a Hg/L 82,68 262 31,36 24,28 30,0
DBO mgO2L 20,15 200 824 6,11 5,0
DQO mg/L 72,23 20,00 39,56 14,01

Fonte: A autora

A maioria dos parametros avaliados encontraram-se dentro dos VMPs pela
resolucao N° 357/2005 CONAMA para recursos hidricos de Classe I, a excegao dos
parametros: OD que se apresentou abaixo de 5 mg L' de Oz para os pontos SN4,
SN5, RIA5 e BATS. Os teores de Fe também se apresentaram elevados para a maior
parte das amostras analisadas, tendo o ponto SN4 um maximo de 1,85 mg L' de Fe.
O ponto MARG apresentou um valor maximo de E. Coli de 184,2 mg L', resultado

que pode ser justificado pelo crescimento desordenado de comunidades no entorno
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do agude, com instalacdes de esgoto clandestinas, além de despejos de residuos a
céu aberto (COGERH, 2016)

Os valores de CE apresentaram em sua maioria acima do previsto pela
legislaggo CONAMA (250 puS cm™) com valor médio em torno de 555 uS cm™,
destacando-se os pontos SN1, SN2,SN3, MAC2 e o ponto COC1 que apresentaram
valores mais elevados e acima de 1000 uS cm-'. Estes valores elevados de CE podem
ser justificados, devido o predominio da composigao dos solos dos recursos hidricos
analisados ser de embasamento cristalino, o que favorece a dissolucido de sais nas
aguas (COGERH, 2016). Acompanhando a mesma tendéncia, os pontos SN1, SN2,
SN3 e MAC2 apresentaram os maiores valores de cloretos além de estarem acima do
VMP pela legislagdo CONAMA (250 mg L"), no entanto a maioria das amostras
analisadas apresentaram teores de cloretos abaixo do VMP. Despejos de esgotos
domésticos e/ou industriais podem justificar os elevados teores de cloretos nos
acudes Sitios Novos e Macacos, uma vez que esta variavel geralmente esta
associada a este tipo de contaminagdo em recursos hidricos (LAMPARELLI, 2004)
(GOMES et al., 2017).

Em relagdo ao aporte de nutrientes, a maioria das amostras apresentou
concentracédo elevada de ortofosfato (P-orto) e concentragdes de PT acima dos
VMPs para ambientes lénticos (0,03 mg L' de P) e, mesmo considerando ambientes
intermediarios (0,05 mgL' de P) cerca de 88% das amostras apresentaram
concentragbes acima deste limite. Ja os valores de NT se encontraram entre 0,21 e
3,31 mg L' de N, e considerando o limite estabelecido pelo CONAMA para ambientes
lénticos de 1,25 mg L' de N para NT, quando este for o nutriente limitante, cerca de

40% das amostras se apresentaram acima deste VMP.

Ao se avaliar as tendéncias na eutrofizacao destes corpos hidricos, se esta
seria limitada pelo nutriente N ou pelo P, procedeu-se a analise da proporgado N:P
(Anexo I) conforme proposto por Von Sperling (2000) e adaptado por Paulino et
al.(2013). Foi considerado a propor¢cédo N:P acima de 22:1 para o qual existe a
limitagdo por fosforo, entre 10:1 e 22:1 para ambos os nutrientes estarem em
concentracdo limitante ou outros fatores estarem limitando a produgao primaria, tais
como temperatura ou radiagéo solar e valores de N:P abaixo de 10:1 onde o nutriente

N seria o limitante para eutrofizagdo. Observou-se que 75% das amostras analisadas
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apresentaram o P como nutriente limitante e apenas as amostras PAC1 e GER1
apresentaram o N como nutriente limitante apesar dos elevados valores de PT

observados nestas aguas.

O acude Sitios Novos apresentou na maioria das vezes, valores elevados
e algumas vezes acima dos VMPs para o Fe, P-orto, N-NH4*, E. coli, CE, CI- e NT,
em varias campanhas mensais. O agude Sitios Novos esta localizado na cidade de
Caucaia e foi construido principalmente para abastecer o Complexo Industrial e
Portuario do Pecém (CIPP), além da sede do municipio de Sdo Gongalo e os distritos
de Umarituba, Catuana, Siupé e Sitios Novos (COGERH, 2019). O langamento de
esgoto doméstico diretamente no agude, a existéncia de lixdes a céu aberto na bacia
hidraulica do mesmo, atividades de piscicultura intensiva e as atividades industriais
de transporte de minérios de ferro e carvdo para a regiao do CIPP no entorno do
acude podem justificar os elevados valores de concentragao destes parametros, como
consequéncia, a baixa qualidade hidrica deste reservatério e elevado nivel de
eutrofizagao (SILVA et al., 2016).

5.5.2 Analise dos componentes principais

O Anexo Il forneceu a matriz de correlacdo dos parametros analisados
obtidos pela ACP, o que permitiu identificar a associagao entre as variaveis estudadas,
além das variaveis de maior significancia para a qualidade hidrica dos recursos
hidricos analisados. Para fins exploratérios, na avaliacdo das correlagdes considerou-
se o coeficiente de Pearson, em modulo r < 0,40 como insignificante, 0,40< r> 0,6
correlagdes intermediarias e valores de r >0,60 como correlagdes significativas
(SAHOO, 2014). Dos 25 pares de dados entre as variaveis, apenas algumas variaveis
apresentaram correlagéo significativa entre si como pode ser observado no Anexo Il

(na cor vermelha).

A Figura 27 apresenta o grafico Scree Plot (CATTELL; JASPERS, 1967)
com os autovalores em ordem decrescente. Como pode ser observado, ocorre uma
“‘quebra“ no grafico apdés o quinto autovalor o que corresponde a uma variancia total
explicada de 76,63%.
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Figura 27 - Grafico de autovalores Scree Plot dos componentes principais para as
amostras analisadas
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A Tabela 22 apresenta a matriz de correlagéo entre os pesos de cada
componente principal (fator) e as variaveis originais (parametros). Liu et al. (2003),
classificou os pesos dos fatores como “fortes”, “moderados” e “fracos’,
correspondendo aos valores absolutos iguais a maiores a 0,75, de 0,75 - 0,50 e 0,50
- 0,30, respectivamente. Buscou-se todas as variaveis que possuissem pesos maiores
que 0,50, sendo consideradas as mais relevantes para a variancia encontrada nos
dados analisados. Deste modo, em vermelho estdo indicadas as correlacées entre a
variavel e o CP com pesos maiores que 0,75, em mddulo e em azul estdo indicadas
as variaveis com pesos maiores que 0,50 e menores que 0,75. Observa-se que,
apesar dos 10 primeiros CPs contabilizarem cerca de 90% da variancia total
explicada, apenas os 5 primeiros CPs apresentaram correlagdes significativas entre
as variaveis (moderadas e fortes) o que corresponde a regido de “quebra” no grafico

Scree Plot da Figura 27.
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Tabela 22 - Pesos de cada componente principal (fator) para as amostras analisadas

Param CP CP CP CP CP CP CP CP CP

etro 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Trans 0,678 0,000 -0,459 0,031 0,251 -0,146 -0,030 -0,068 -0,144
p

oD -0,113 0,715 0,341 0,184 -0,030 -0,304 0,133 -0,231 0,119
P- -0,208 -0,580 0,218 0,541 0,268 -0,149 -0,219 0,074 -0,134
Orto

NH4- 0,197 - 0,160 -0,203 0,431 -0,193 0,542 -0,004 0,027
N

E.Coli 0,055 -0,285 0,392 0,578 -0,320 0,002 0,308 0,087 0,098
Fe -0,594 -0495 -0,133 -0,074 0,057 0,035 -0,316 -0,340 0,219
T -0,288 0,208 0,258 -0,260 0,566 0,068 -0,148 0,371 0,454
pH -0,172 0,737 0,222 0,176 0,098 -0,335 -0,182 0,023 0,147

cv 0,026 -0,836 0,141 -0,240 0,017 0,059 -0,134 0,119 0,023
Turb -0,865 0,015 0,057 0,106 -0,184 0,084 0,037 -0,262 0,177

CE -0,973 -0,001 -0,126 0,019 -0,037 -0,117 -0,001 0,098 -0,046
ST -0,964 -0,050 -0,107 -0,050 -0,104 -0,125 0,013 0,122 -0,057
SDT -0,960 -0,055 -0,116 -0,056 -0,105 -0,131 0,014 0,430 -0,060
Cl -0,972 -0,063 -0,082 -0,034 -0,066 -0,144 0,022 0,084 -0,014
SO, 0,075 -0,391 0,218 0,156 0,473 0,093 -0,347 0,200
HCO; -0,322 0618 0,096 0,031 0,363 0,233 -0,068 -0,015 -0,392
Ca -0,651 0,041 -0,134 0,066 0,555 0,024 0,305 -0,159 -0,075
Mg -0,953 0,017 -0,048 -0,057 -0,102 -0,131 0,005 0,186 -0,037
Na -0,977 -0,025 -0,113 0,082 -0,018 -0,078 -0,024 0,032 -0,013
K -0,901 0,479 -0,063 -0,135 -0,027 -0,022 0,015 0,092 -0,219
NT -0,714 -0,151 0,378 -0,037 0,096 0412 -0,108 -0,112 -0,078
PT -0,180 -0,558 0,276 0,584 0,202 -0,105 -0,106 -0,017 -0,076

Chl-a -0,147 0,335 0,807 0,012 -0,037 0,245 0,032 0,001 -0,068
pBO 0,155 -0,199 0,498 -0487 0,053 -0411 -0,217 -0,343 -0,159
DQO -0,563 -0,257 0,311 -0492 -0,190 0,022 0,242 -0,074 -0,003

Autov 10,10 3,72 217 1,79 1,38 0,89 0,87 0,78 0,67
%Var. 4039 14,88 8,69 7,14 5,54 3.55 3.47 3.13 2,68
%Var. 4039 5527 6396 7110 76,64 80,19 8365 86,78 89,46

Fonte: A autora

Na primeira CP que representa 40,39% da variancia explicada,
destacaram-se as variaveis cloreto, SDT, SD, CE, turbidez, Na, K e Mg com pesos
altos e negativos, além dos parametros Fe, SO4%, Ca, NT e DQO com pesos
intermediarios e negativos. Apenas o parametro de transparéncia apresentou-se com
peso positivo intermediario. Esta CP expressa a dindmica de transportes de sélidos
para os acudes avaliados, com elevadas concentragdes de sais dissolvidos,
favorecidos pelas altas temperaturas destes recursos hidricos (médias em torno de

29,5°C e DPR<5%)(SILVA, 2020), podendo também  estar relacionado ao
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carreamento destes pelas chuvas, pela contaminagdo de esgotos e das elevadas

taxas de evaporagao destes agudes.

Na segunda CP, que explica uma variancia total de 14,88% apenas o
parametro de CV apresentou uma alta correlagao negativa. Os demais parametros
apresentaram correlacbes moderadas, tendo correlagdes positivas para os
paréametros OD, pH e HCOgs™ e negativas para P-orto, NH4* e PT. Os parametros P-
orto, NH4" e PT sugerem poluicédo relativa a esgotos domésticos nestes recursos
hidricos. Liu et al. (2019) sugerem que altas concentragbes de PO4* (e
consequentemente de PT) e de NHs3, podem ser provenientes de descargas de
esgotos domésticos, ja que o primeiro € um componente importante dos detergentes,
e 0 segundo se origina na decomposi¢cdo de compostos organicos que contenham
nitrogénio, além de também ser um indicativo de contaminagao recente nestes corpos
hidricos(SALES et al., 2009)(HAQUE et al., 2016). Os parémetros pH e HCOs
reforcam a possibilidade de contaminag&o por esgotos domésticos uma vez que, a
decomposicdo desta matéria organica gera CO2 que, a depender do pH meio é
convertido a HCOs3" .

Ja para a terceira CP o parametro Chl-a apresentou alto valor positivo,
tendo esta CP uma variancia total de 8,69%. O parametro DBO, apesar de apresentar
uma correlagao positiva ligeiramente abaixo de 0,50, esse apresenta uma correlagao
importante com a Chl-a, uma vez que elevados valores de DBO costumam estar
relacionados com maior incremento de material organico no corpo aquatico e,
consequentemente, favorece a maior produgcao da microbiota aquatica identificado por
maiores concentragdes de Chl-a (CETESB, 2016). Corroborando com esta
observacgao, cerca de 40% das amostras analisadas apresentaram concentracdes de
DBO acima do VMP (5 mg L' de O2), o que caracteriza claramente uma maior
necessidade de O2 para oxidar néo s6 a MO gerada dos processos naturais bem como
uma MO de origem aloctone (externa). Sabe-se que boa parte destes acgudes
encontram-se em regides urbanizadas, o que contribui para a contaminagdo dos

mesmos por esgotos domeésticos.

Na quarta CP mais uma vez os parametros P-orto e PT apresentaram
correlagdes moderadas positivas, bem como o parametro E. Coli. corroborando, mais

uma vez, com a possivel contaminagao por esgoto doméstico, uma vez que esse € de
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origem exclusivamente fecal (LAMPARELLI, 2004). Na quinta e sétima CPs os
parametros Temperatura e Ca além do parametro NH4" respectivamente, foram os
que apresentaram correlagdes significativamente moderadas e positivas, no entanto

para ambas CPs a variancia explicada apresentou-se inferior a 4%.

As Figuras 28 e 29 mostram, respectivamente, as projecdes das variaveis
em relagdo aos dois primeiros CPs e em relagcdo ao primeiro e terceiro CPs. Quanto
menor for o angulo entre o vetor peso e o eixo do CP, maior sera importancia do
parametro correspondente (NONATO et al., 2007). Na Figura 29 se observa que a
maioria das variaveis esta relacionada negativamente com a CP1, ao passo que, as
variaveis de carater fisico-quimico, no geral, estao relacionadas positivamente com a
CP2 e as variaveis de carater biologico e ambiental estdo relacionadas
negativamente, como € o caso das variaveis NT, PT, P-orto, NHs*, DBO, DQO e E.
Coli.

Na Figura 29 também se observa que a maioria das variaveis esta
relacionada positivamente com a CP3 com excecdo de SO4? e Transparéncia que
apresentaram os maiores pesos negativos, no entanto menores que 0,50. Todas estas
observagdes estdo de acordo com a matriz de pesos de cada CP apresentados na
Tabela 22.

Neste estudo exploratério, pode-se observar a partir dos estudos das CPs
que existem dois grupos distintos de parametros, o fisico-quimico que trata das
caracteristicas de salinidade e condutividade destes recursos hidricos, podendo ser
representados principalmente pelas variaveis Transp., Fe, CE, ST, SDT, CI,, pH,
HCOgs™ e os parametros ambientais, que caracterizam os fendmenos liminoldgicos e
de eutrofizagao existentes, representados pelos parametros OD, NT, NH4* , PT, P-
Orto, DQO, Chl-a, e E. Coli.
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Figura 28 - Coordenadas dos componentes principais CP1 x CP2 para as amostras
analisadas
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Figura 29 - Coordenadas dos componentes principais CP1 x CP3 para as amostras

analisadas
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5.5.3 Qualidade hidrica e ocorréncia de parabenos

Todos os agudes avaliados neste estudo sédo pertencentes a uma das 13
sub-bacias hidrograficas que juntas, fazem parte da bacia Metropolitana, responsavel
pelo abastecimento de agua para a cidade de Fortaleza e regidao metropolitana
(INESP, 2009). Estes reservatorios encontram-se inseridos em ambientes
urbanizados e que possuem no geral, precaria cobertura dos servigos de esgotamento
sanitarios. Na Tabela 23 constam os nomes das cidades as quais os agudes avaliados
pertencem, além de dados sobre o percentual de cobertura da populagao urbana com
rede de esgoto para o ano de 2016, segundo dados coletados no Anuario estatistico
do Ceara de 2017, publicado na pagina do Instituto de Pesquisa e Estratégia
Econdémica do Ceara (IPECE).

Como pode ser observado, apenas a cidade de Pacoti possui uma boa
cobertura de esgotamento sanitario para a populagao urbana (em torno de 80%) e as
demais cidades apresentam um baixo percentual de cobertura para o saneamento
basico, o que pode corroborar com a contaminagao destes recursos hidricos, uma vez
que, frequentemente, sdo despejados nestes recursos hidricos os esgotos domésticos

que nao sao atendidos pelo sistema de coletas de esgotamento sanitario das cidades.

A Tabela 23, também apresenta os valores de indice de estado trofico (IET)
destes reservatérios, para a campanha de monitoramento de maio de 2019,
disponibilizados pela Companhia de Gestdo de Recursos Hidricos (COGERH) no
estado do Cear4, obtidos de acordo com a metodologia proposta por Carlson (1977),
e adaptada por Paulino e colaboradores (2013) para a gestdo de reservatorios no
semiarido cearense e avaliagdo qualitativa quanto a presenga ou auséncia de
parabenos obtidas neste estudo. Quase todos os reservatdrios avaliados, com
excecgao do Itapebussu, possuem niveis de eutrofizagao elevados. A eutrofizagao dos
recursos hidricos, consiste no enriquecimento destes por nutrientes, principalmente,
nitrogénio e fosforo. A eutrofizagdo corrobora para o aumento da produtividade
primaria, estando intrinsecamente relacionado ao aumento excessivo da biomassa de
produtores primarios, como microalgas, macrdfitas e cianobactérias (ROCHA et al.,
2020).
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Tabela 23 - Percentual de cobertura de esgotamento sanitario para os agcudes

analisados

Reservatério Presengca Nivel Cidade % Esgot.

parabenos Troéfico Sanitario (2016)
Aracoiaba - Eutrofico Aracoiaba Sem dados
Germinal - Eutréfico Palmacia 30,3
Coco - Mesotréfico Fortaleza 57,9
Acarape do Meio - Mesotréfico Pacoti 84,2
Batente + Eutrofico Ocara 21,1
Gaviao - Eutréfico Pacatuba 51,3
Itapebussu - Oligotrofico Maranguape 36,3
Macacos + Eutréfico Ibaretama sem dados
Maranguapinho + Eutrdfico Maranguape 36,3
Pacajus + Mesotrofico Pacajus 4
Pacoti - Eutrofico Pacoti 83,25
Riachao + Eutréfico Pacoti 83,25
Sitios Novos + Eutrofico Caucaia 46,9

Fonte: A autora

Correlacionando o fenébmeno de eutrofizagao destes recursos hidricos com
a presencga de contaminantes emergentes e, especificamente os parabenos, sabe-se
que, a contaminagdo destes recursos hidricos € estritamente de origem
antropogénica (MARTA-SANCHEZ et al., 2018). Fatores tais como localizagcéo
geografica destes recursos hidricos, se estao inseridos em regides mais urbanizadas
e/ou industrializadas, além da caracterizacdo do nivel tréfico podem servir de
indicadores para avaliar a presencga destes contaminantes emergentes (LIAO et al.,
2013) (ZGOLA-GRZESKOWIAK et al., 2016). Assim, com excegéo do agude Pacajus,
os demais agudes onde foi detectado a presenga de algum tipo de parabeno
encontravam-se eutrofizados, o que pode indicar a relagao do grau trofia destes com

uma maior tendencia de contaminagéo por parabenos.

Segundo o relatdrio final da qualidade das aguas dos agudes monitorados
pela COGERH na campanha de 2019 (COGERH, 2019), as principais fontes de
nutrientes nos agudes monitorados pela COGERH s&o oriundas da entrada de
particulas de solos contendo nutrientes, em decorréncia de erosdo; presenca de gado,
principalmente no entorno dos reservatorios; a exploragaéo de piscicultura intensiva
no espelho d’agua dos agudes e principalmente, devido as descargas de esgotos
domésticos e industriais nos acudes (COGERH, 2018) (PAULINO et al., 2013). De

acordo com o observado na analise de componentes principais, dois grupos de

104



fatores influenciaram de modo mais significativo na qualidade hidricadestes agudes:
um fisico-quimico e outro ambiental, representado pelos parametros OD, NT, NH4* ,
PT, P-Orto, DQO, Chl-a, e E. Coli., onde claramente este segundo grupo mantém uma
relacédo direta com os fenbmenos de eutrofizagdo existentes nestes recursos hidricos

e, consequentemente, a possivel presenga de parabenos.

Por ser o primeiro estudo a analisar mais de um tipo de parabeno nas
regides norte e nordeste brasileira, ndo ha como comparar a evolugido da
contaminagao dos recursos hidricos avaliados em relagao a presencga dos parabenos.
No entanto, alguns autores identificaram a presenga de outros contaminantes
emergentes nestas aguas superficiais, oriundos geralmente da contaminagdo por
esgotos domésticos. Souza (2011) identificou a presenga de disobutil e di-2-etilhexil
ftalatos nas aguas do rio Maranguapinho, e, onde também foi detectado a presenca
de parabenos. Moreira (2014) também detectou a presenga dos horménios 17 (3-
estradiol e 17 a-etinilestradiol numa faixa de concentragdo entre 0,44 a 0,91 ug L' nas
aguas do acude Gavidao, um dos acudes analisados neste estudo, e nas aguas do

canal Pacoti-Riachao.

Outro parametro relevante em relagao a contaminagao dos parabenos em
aguas superficiais, diz respeito as mudangas no perfil de consumo de PCPs em
decorréncia das condig¢des climaticas. Alguns trabalhos reportam maior uso de PCPs
no periodo do verédo, o que pode corroborar com maiores indices de contaminagao
por parabenos (ZGOLA-GRZESKOWIAK et al., 2016) (LI et al., 2016) (MIZUKAWA et
al., 2018). Como os resultados apresentados para analise de parabenos (Tabela 20)
séo referentes ao primeiro semestre do ano 2019, sendo caracterizado na regiao
nordeste do Brasil como o periodo de maior quadra chuvosa, ndo houve como avaliar
um possivel aumento da presenga de parabenos no segundo semestre em
decorréncia do maior consumo de PCPs. Porém, devido as condi¢cbes climaticas
especificas da regido nordeste brasileira onde os recursos hidricos, em sua maioria,
sado alimentados por rios intermitentes e submetidos a baixos indices pluviométricos
anuais (COELHO et al., 2017) ( LACERDA et al., 2018), ou seja, baixa escassez
hidrica, € esperado que o risco de contaminagdo se intensifique, sendo
imprescindivel o gerenciamento destes recursos hidricos, em conjunto do
monitoramento dos parametros ambientais que apresentaram maior influéncia para

qualidade hidrica dos mesmos.
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6 CONCLUSAO

As condigdes cromatograficas otimizadas para analise de parabenos por
DLLME-HPLC-DAD mostraram-se satisfatérias uma vez que permitiu uma boa
separacdo e identificacdo dos picos dos parabenos com tempo de corrida de 15

minutos.

No estudo preliminar para selecdo do melhor par de solventes de extracao
e disperséao, foram selecionados o decanol e acetona, respectivamente, devido estes
apresentarem bons valores de recuperacao da extragao, além de possuirem menor

toxicidade quanto a exposicéo cronica e menor custo.

A aplicacédo do planejamento experimental multivariado na otimizagao da
extragdo dos parabenos por DLLME permitiu uma melhor avaliagdo da interagao entre
as variaveis: volume de amostra, volume de solvente dispersor e volume de solvente
extrator, evitando a execugado de experimentos desnecessarios, permitindo a
obtencdo de um maior FE para os parabenos, além de contribuir para o menor

consumo de solventes e menor exposi¢cao aos mesmos.

Foi constatado que o fator mais relevante para o processo de extragao é a
proporcao de solventes extrator/dispersor e que a propor¢ao de volume de amostra
tem um efeito menos significativo no processo de extragao por DLLME. Nas condigdes
otimizadas ficaram estabelecidas as propor¢cdes de volumes de amostra/solvente
dispersor/solvente extrator de 10 mL/700 pyL/90 uL, respectivamente, garantindo um

valor de Desejabilidade global acima de 0,80.

No que diz respeito ao estudo do pH, ficou estabelecido que a extracao de
parabenos por DLLME devera ser efetuada numa faixa de pH entre 5,0 e 6,5 uma vez
que nesta faixa a disponibilidade dos parabenos na forma nio ionizada em meio

aquoso é maxima e consequentemente maior a eficiéncia da extracao.

O método de extracdo de parabenos por DLLME e detec¢ao por HPLC-
DAD, no tocante a validacdo, foi considerado satisfatério, apresentando boa
linearidade para o intervalo de concentragao avaliado, com valores de coeficiente de

correlacdo acima 0,99, seletividade, sensibilidade, precisado, exatidao, LD e LQ obtidos
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nas condicbes estabelecidas pelos principais guias de validagado vigentes para

métodos cromatograficos.

O método validado foi aplicado para determinagdo de parabenos em
amostras de aguas superficiais do estado do Ceara destinadas ao abastecimento
publico. Das 41 amostras analisadas em 6 campanhas mensais (no primeiro semestre
de 2019), 7 apresentaram valores acima do LD do método, porém abaixo do LQ, para
pelo menos um dos parabenos analisados, e as demais amostras apresentaram-se

abaixo do LD do método.

Em relacédo a avaliacdo da qualidade hidrica para os agudes avaliados a
maioria dos parametros avaliados encontraram-se dentro dos VMPs pela legislagao
N° 357 CONAMA para recursos hidricos de Classe II. No entanto, vale salientar que
alguns paréametros apresentaram valores elevados, sugerindo uma possivel
contaminagao de origem antropogénica, inferindo assim, uma baixa na qualidade

hidrica destes agudes, ocorrendo com maior frequéncia com o agude Sitios Novos.

A Analise de Componentes Principais evidenciou a existéncia de dois
grupos distintos de parametros de maior influéncia na qualidade hidrica dos agudes
avaliados: o fisico-quimico, representados principalmente pelas variaveis
Transparéncia, Fe, CE, ST, SDT, CI, pH, HCOs e os parametros ambientais,
representados pelos parametros OD, NT, NH4* , PT, P-Orto, DQO, Cha, e E. Coli,
estando esses parametros fortemente relacionados com fatores tais como os

fendmenos de eutrofizagao existentes nestes agudes.

Ainda em relacdo a qualidade hidrica destes agudes, pode-se observar que
a presenca dos parabenos esta relacionada principalmente devido a contaminagéo
por esgoto doméstico uma vez que estes recursos hidricos se encontram, em sua
maioria, em regides urbanizadas e com baixa cobertura de servigos de esgotamento

sanitarios.

Por fim, este trabalho demonstrou que as técnicas multivariadas
apresentaram-se como ferramentas estatisticas de significativa relevancia para o
desenvolvimento e/ou otimizagdo de metodologias de analises de contaminantes

ambientais, bem como nas atividades de gestdo da qualidade dos recursos hidricos.
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ANEXO | (CONTINUA)

Més/Ano Janeiro/19 Fevereiro/19 Margo/19
Param.[COGERH [1H1 [1H2 2H1 |2H2 [3H1 |4HA1 5H1 6H1 8H1 |10H1 |7H1 |7H2 |9H1 11H1 |11H2 [12H1 |12H2 |1|13H2 |14H1 |14H2 |15H1

Unidade GAV1 |SN1 ARC1 |[ACA1 |PAC1 |PCT1 |GER1 |[COC1 |GAV2 |SN2 ARC2 |ACA2 |[PAC2 |PCT2 |RIA2 |BAT2 |MAC2 |GSN3 ARC3 |ACA3 |PAC3
Data 3/1/19|3/1/19 |8/1/19 |8/1/19 |9/1/19 {10/1/19|30/1/19(31/1/19 |7/2/19 {13/2/19 |6/2/19 6/2/19 |12/2/19|14/2/19|14/2/19|20/2/19|20/2/19 |7|7/3/19 |14/3/19|14/3/19|20/3/19
Transp|m 0,90 0,40 0,30 (1,50 (0,80 |0,80 (1,80 (0,30 0,80 |0,60 0,50 (1,30 (0,80 0,70 |0,70 |0,70 |0,40 0(0,40 0,60 |1,20 (0,50
oD mgL-’ 7,20 (6,06 7,64 |7,56 17,34 (6,68 |7,94 16,89 7,37 16,60 725 |7,77 |7,15 |7,57 |8,46 6,57 (9,35 6|5,56 7,88 |552 8,09
P-Orto [mgL-" - - 0,050 (0,020 |- 0,046 |<LQ |0,133 |0,055 |0,058 (0,058 |- 0,091 |0,026 |<LQ (0,026 |0,039 |0/0,050 |0,021 |0,020 |0,065
NH3-N [mgL- 0,186 |0,339 0,240 |0,180 |0,187 (0,230 |- - <LQ |<LQ |<LQ [<LQ |<LQ |- - <LQ ([(<LQ |0|<LQ |<LQ |0,100 |0,100
E.Coli [NMP/100 mL|3,1 - <LQ |1,0 1,0 1,0 24 1,6 3,1 8,6 1,0 1,0 <LQ [1,0 1,0 3,1 1,5 1129,2 <LQ 41 3,0
Fe mgL-’ 0,33 1,60 0,46 |0,23 (0,26 (0,28 |<LQ |1,74 0,44 |1,29 0,46 |0,47 |0,82 0,47 (0,43 (0,43 |0,57 0[1,19 <LQ 0,20 10,80
T °C 31,50 |29,09 (29,03 |28,54 |28,89 (29,31 |29,47 |30,44 |30,17 [30,97 (30,33 |30,20 (29,83 (30,29 (31,20 |30,01 |29,89 (228,43 (30,19 (28,95 |30,04
pH - 7,67 (7,19 8,10 |8,25 (7,95 (8,22 (7,93 |7,57 8,76 7,60 841 (7,88 |7,72 8,75 |8,77 (7,05 8,54 77,46 8,24 |7,98 8,38
cv Pt mgL-! 15,00 (35,00 10,00 {7,50 (15,00 |15,00 (10,00 |30,00 |25,00 |40,00 25,00 |15,00 |25,00 |25,00 |25,00 |25,00 [40,00 |2|35,00 |25,00 |25,00 (15,00
Turb  |UNT 8,73 |32,90 (18,52 (1,95 |11,70 (8,90 |2,46 [26,70 |10,40 [19,34 (14,80 |2,21 (12,90 [9,11 10,20 |3,48 (13,80 (120,12 |15,60 (2,85 |17,40
CE mScm-" 562,00/1243,00(644,00/356,20|837,70(563,40 |261,00 {1040,00|518,00|1248,00|650,00|323,00(770,00 |501,00 (505,00 |345,00 [1043,00|4|1163,00(632,00 {288,80 |690,10
ST mgL-" 318,00(883,00 (453,00[185,00/494,00(327,00 [143,00 607,00 |314,00/851,00 [431,00(188,00(521,00 |272,00 [321,00 [228,00 |775,00 [3[791,00 |454,00 [210,00 |418,00
SDT |mgL’ 313,00/869,70 |445,00(182,70|484,30(316,70 |143,00 [580,00 |301,20(842,00 |416,60|182,00(511,00 |263,00 {314,00 |220,30 756,50 |3|780,20 |447,00 [197,60 |405,50
Cl mgL-’ 98,33 317,87 (144,36|41,22 |173,89(94,84 |34,66 |231,31 |89,10 |296,77 |164,87|33,07 [168,96 |85,21 (86,38 |50,29 (253,78 |8/|263,50 (134,42 [32,45 |156,81
SOs4 |mgL™! 17,00 (58,00 |21,00 21,00 |25,00 |16,00 (18,00 |63,00 |14,66 |37,00 |20,00 |18,93 (21,00 |16,00 |15,00 |<LQ |<LQ |1|32,00 |34,23 |33,72 |21,58
HCOs3 |mgL-" 101,59|91,43 (85,34 95,49 (91,43 (101,59 65,09 [112,43 |140,40(97,33 (78,90 |98,02 (80,87 |101,31 115,21 (94,68 |94,68 |9|89,39 81,75 |83,70 |73,96
Ca mgL-’ 18,86 |28,75 (20,36 |20,61 (20,31 |22,44 |20,55 |35,64 (19,19 (21,60 (14,07 |11,27 (18,50 (14,80 |15,05 (17,21 |19,59 |1|16,66 |16,75 |16,49 |17,54
Mg mgL-’ 16,75 |35,40 [22,54 (8,83 [22,48 21,74 |533 [23,46 |14,98 [36,39 |20,45 |8,58 |23,10 [14,69 |14,76 |10,57 |32,87 |1[30,44 [20,60 [8,27 |20,02
Na mgL-" 59,00 |146,00 (68,00 |33,00 82,00 (56,00 |25,00 [134,05 |54,60 145,46 (66,59 |31,83 |85,90 |52,53 |53,35 (26,36 |112,39 |5|123,94 |66,64 (29,39 |79,95
K mgL-! 10,00 (17,00 |12,00 8,00 (10,00 (11,00 (6,00 |12,36 |9,59 |15,08 (11,28 |7,28 |7,69 8,77 9,95 |7,11 14,87 |9/15,26 |11,94 |7,19 |8,28
NT mgL-! 0,975 |1,963 (1,250 |0,213 |0,438 {1,338 |0,430 (3,310 {1,338 (1,840 (1,700 |0,700 (0,490 |1,214 (1,388 |2,350 |2,350 (12,163 |1,850 |0,925 |0,825
PT mgL-’ 0,057 |0,092 0,071 |0,020 |0,101 |0,071 |0,210 |0,200 |0,065 |0,090 |0,070 |0,025 (0,100 |0,080 (0,065 |0,123 |0,123 |0|0,096 |0,072 (0,043 |0,104
Chl-a |ugL-" 70,09 |<LQ 64,34 |2,97 |2,91 (4582 |2,88 |52,77 (69,72 (4,31 59,02 |2,69 (6,89 (45,04 |45,84 (19,48 (82,68 |7/5,81 52,06 (10,42 |6,05
DBO |mgL"! 2,72 3,32 4,51 (2,00 |2,00 (3,27 |<LQ 4,01 - <LQ |10,06 |3,53 |<LQ (12,38 (13,02 |5,02 (12,42 |2|<LQ 3,25 (2,65 |2,00
DQO |mgL-! 41,38 |72,23 |29,51 |20,00 |20,01 36,63 |<LQ (34,25 (29,51 |57,61 (43,75 |<LQ |31,76 |27,06 |27,06 |41,16 |67,01 |3|57,61 |59,96 (21,63 |27,06
N:P - 37,88 |47,25 38,98 |23,58 9,60 (41,73 |4,53 |36,65 |45,58 45,27 |53,78 62,00 (10,85 |33,60 (47,28 (42,31 |42,31 |4/49,89 |56,89 (47,63 |17,57
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ANEXO |

Més/Ano Abril/19 Maio/19 Junho/19
Param.[COGERH [18H1 [18H2 [19H1 [19H2 [23H1 [24H1 [24H2 [26H1 [26H2 [27H1 [28H1 [29H1 [29H2 [30H2 [30H1 [31H1 [32H1 [33H1 [33H2

Unidade |GAV4 [SN4 |ARC4 |ACA4 |[SN5 |ARC5 |ACA5 |[PCT5 |RIA5 |BAT5 |MAC5 |GAV6 |SN6 |ARC6 |ACA6 |PAC6 |[RIA6 |ITA6 |MAR6
Data |_ 2/4/19 |2/4/19 (3/4/19 |3/4/19 |2/5/19 |7/5/19 |7/5/19 (9/5/19 |9/5/19 |23/5/19|29/5/19|4/6/19 |4/6/19 |5/6/19 |5/6/19 |6/6/19 (11/6/19|27/6/19|27/6/19
Transp |m 0,70 |0,80 |0,60 (1,30 (1,00 |0,40 |1,30 |0,60 |0O,60 (1,00 |0,90 |0,90 (1,00 |0,40 (1,50 |1,00 0,80 |1,00 |0,40
oD mgL-’ 7,32 |2,48 6,10 |579 (329 16,90 |561 |545 (4,93 (497 6,37 |7,15 |7,60 |8,73 6,44 |7,06 |549 (8,05 |8,53
P-Orto |mgL-! 0,040 |0,125 |0,023 |<LQ 0,191 |0,020 |0,020 |0,080 |<LQ (0,022 |<LQ 0,020 (0,159 |<LQ 0,020 |0,042 |0,030 (0,104 0,102
NH3-N |mgL-! <LQ [<LQ |<LQ |<LQ |0,443 |0,329 |0,333 |0,499 |0,411 |0,528 0,390 (0,302 |0,519 |0,169 (0,230 |0,320 |0,129 |0,203 0,221
E.Coli [NMP/100 |2,0 2,4 2,0 1,8 62,4 (2,0 1,0 7,5 3,1 8,4 1,0 1,0 <LQ |<LQ |1,0 1,0 1,0 13,4 |184,2
Fe mgL-! 091 (1,85 |<LQ |<LQ 0,24 0,37 0,37 |0,41 |<LQ (1,10 (0,24 0,99 0,85 0,24 0,24 (0,31 |0,20 0,26 |0,28
T °C 28,93 |29,01 (29,36 |28,58 (29,74 |30,11 |28,67 (29,68 |29,55 (30,15 |30,55 |29,20 |29,85 |29,77 |28,54 |29,34 |29,76 |27,75 |28,59
pH - 7,58 16,79 |7,98 |6,78 (7,08 |748 |6,72 |7,18 (7,28 (6,99 (7,30 |7,07 (7,55 8,09 (7,94 |7,37 (7,32 |[749 |7,72
cv Pt mgL" |45,00 (80,00 |25,00 |35,00 (80,00 |20,00 (40,00 |40,00 (40,00 [100,00 |40,00 (30,00 |40,00 (20,00 |30,00 |30,00 |20,00 |40,00 (30,00
Turb  |UNT 9,34 |10,32 (14,90 (2,04 (3,49 2,33 |248 (3,95 16,78 6,79 |6,50 |11,60 4,94 |14,50 (3,39 [4,27 6,20 |7,89 13,20
CE mScm  |385,00(615,00(611,00 [283,00 508,00 |596,00 |270,00 |348,00 [331,00 242,00 [661,00 |285,40 (478,00 |587,00|278,10 |600,60|323,90 (324,00 |341,00
ST mgL-" 244,00|453,00 (393,00 |165,00 {329,00 |420,00 |188,00 [223,00 |205,00 |174,00 |478,00 167,00 |294,00|386,00 [159,00 382,00 (213,00 [217,00 |214,00
SDT |mgL"! 230,00|448,80 |384,50 |162,00 [325,50 |410,00|183,00 (218,00 |201,70 |168,00 |467,00 |162,50|291,00|376,00 [155,30|377,00 |209,50 [209,30 199,50
Cl mgL-! 71,98 |138,90 (133,84 33,01 [101,48|123,60|27,84 |56,27 |54,53 |45,38 |167,39 |52,45 |93,95 |122,01(28,36 |123,50|53,54 |51,85 |57,92
SOs4  |mgL™! <LQ [<LQ |<LQ |<LQ |<LQ [<LQ |[<LQ |<LQ |<LQ |<LQ |[<LQ 10,00 |<LQ (18,20 (17,86 (17,86 |10,00 |<LQ |[<LQ
HCOs3 |mgL-! 64,23 |56,45 |99,27 |101,21|73,84 |84,38 |80,16 |69,92 (69,62 (49,87 |97,67 |85,19 (93,31 [99,39 |82,74 (70,99 |66,94 (81,14 (70,99
Ca mgL-’! 11,59 13,82 |19,10 |13,30 |16,98 |18,90 (14,25 |13,69 (13,29 (17,14 |27,97 |10,97 |21,62 |20,62 |13,43 |17,34 (13,11 (10,39 |12,63
Mg mgL-’! 11,20 |18,39 |19,21 |7,27 |16,14 |18,55 |7,02 11,34 |10,71 [8,22 |17,59 |12,11 |14,17 |16,59 |7,77 |16,25 [10,69 |9,21 9,40
Na mgL- 41,62 (66,60 |63,19 |27,60 |52,00 |59,00 |24,00 (35,00 |32,00 (17,00 |66,00 (30,00 |49,00 |54,00 |24,00 |57,00 (31,00 |39,00 (40,00
K mgL-! 7,69 |9,35 (11,47 |7,87 (8,00 (11,00 |7,00 (7,00 (7,00 |4,00 |10,00 |6,00 |10,00 |11,00 (7,00 [8,00 |8,00 [6,00 |5,00
NT mgL-! 1,162 (1,525 |1,125 |0,700 |1,450 (1,350 |0,513 [1,038 |1,075 |0,955 |1,488 (1,162 |1,375 |1,250 |0,550 |0,775 |1,000 |0,938 (1,238
PT mgL-’! 0,097 |0,164 (0,080 |0,044 |0,238 |0,071 |0,056 |0,123 |0,071 |0,057 |0,054 |0,068 |0,174 |0,061 |0,042 |0,075 |0,075 |0,142 |0,172
Chl-a |ugL" 38,87 |2,62 |51,06 |6,41 |[15,62 |39,47 |7,50 (22,81 (17,97 (31,4 |31,68 |41,39 |27,39 |38,43 (10,44 |8,95 18,39 |57,67 |64,51
DBO |mgL"! 19,48 |17,70 |4,15 (2,21 (3,14 |3,70 |5,51 |12,10 (12,94 [5,26 |20,15 |14,12 |18,01 |16,91 |16,39 |10,84 |- - -
DQO |mgL-! 38,34 |40,69 |35,98 |24,18 (33,86 [41,15 |22,25 |21,71 |48,44 (52,47 |64,09 |64,09 (50,14 |47,82 |31,29 |31,54 (36,19 (36,19 |38,52
N:P - 26,53 |20,59 (31,14 |35,23 (13,49 |42,10 |20,28 (18,69 |33,53 (37,10 |61,02 |37,84 |17,50 |45,37 (29,00 |22,88 |29,52 |14,63 |15,94
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ANEXO I

Transp|OD ':)'r o 2“4' E.Coli|Fe |Temp |pH |Cor |Turb |[CE |ST |SDT |CI |SO4 |HCO3|Ca |Mg |[Na |K |NT |PT |chl-a [DBO |DQO
Transp|1,000 |-0,139|-0,140(0,099 |-0,173|-0,320|-0,242|-0,1380,010 |-0,705|-0,594|-0,601|-0,593|-0,618|-0,258|-0,133|-0,239|-0,645|-0,594|-0,566|-0,663|-0,123|-0,467|-0,055|-0,459
ob  [-0,139 (1,000 |-0,241|-0,282|0,033 |-0,267(0,153 |0,652 |-0,640|0,168 |0,087 [0,051 |0,043 {0,064 0,063 |0,388 |0,087 (0,084 (0,091 |0,118 |-0,009|-0,133|0,452 (0,015 |-0,007
P-Orto |-0,140 |-0,241{1,000 [0,237 |0,370 |0,375 |-0,006|-0,167|0,390 |0,151 {0,199 [0,172 |0,170 |0,202 (0,099 |-0,106(0,156 [0,170 |0,252 |0,029 [0,245 |0,754 |-0,008(0,033 |-0,023
NH4-N (0,099 |-0,282|0,237 (1,000 |0,093 [0,017 |0,051 |-0,376|0,440 |-0,229|-0,209|-0,195|-0,190|-0,163|-0,179|-0,290|0,146 |-0,193|-0,216|-0,239]-0,109|0,190 |-0,104|0,275 |0,146
E.Coli |-0,173 (0,033 |0,370 [0,093 |1,000 |-0,068|-0,221|-0,078|0,157 |0,071 |-0,068|-0,060|-0,065|-0,057|-0,097|-0,197|-0,161|-0,086|-0,036|-0,204(0,050 |0,400 |0,151 |-0,075|0,031
Fe  |-0,320|-0,267|0,375 [0,017 |-0,068|1,000 |0,103 |-0,241|0,418 |0,592 (0,549 (0,547 |0,544 |0,570 [0,501 |-0,092|0,343 |0,498 |0,599 0,372 |0,482 |0,285 |-0,191|0,079 |0,394
Temp |-0,242 [0,153 |-0,008|0,051 |-0,221/0,103 |1,000 |0,296 |-0,036(0,105 |0,232 0,206 |0,204 |0,232 |0,104 (0,307 |0,313 |0,253 |0,225 |0,231 |0,306 |-0,049|0,230 |0,041 |0,184
pH  |-0,1380,652 |-0,167|-0,376|-0,078|-0,241|0,296 1,000 |-0,5250,173 |0,160 (0,113 |0,107 0,121 [0,132 |0,451 0,112 |0,194 |0,147 |0,247 |-0,022|-0,187|0,371 |-0,012|-0,181
Cor (0,010 |-0,640(0,390 |0,440 |0,157 |0,418 |-0,036|-0,525(1,000 |-0,067|-0,038|0,029 (0,032 |0,024 |-0,196-0,454|-0,123|-0,027|-0,033|-0,167|0,166 |0,316 |-0,114|0,279 |0,315
Turb |-0,705 [0,168 |0,151 |-0,229(0,071 |0,592 |0,105 |0,173 |-0,067|1,000 |0,793 (0,773 |0,767 |0,809 |0,707 (0,211 |0,494 |0,777 |0,831 |0,706 |0,593 |0,150 |0,223 |-0,154|0,487
CE  |-0,594 |0,087 {0,199 |-0,209]-0,068|0,549 (0,232 |0,160 |-0,038|0,793 |1,000 0,986 (0,985 |0,988 |0,656 |0,287 |0,614 0,968 |0,989 |0,889 |0,587 |0,155 |0,018 |-0,197|0,484
ST  |-0,601 |0,051 {0,172 |-0,195|-0,060|0,547 (0,206 |0,113 {0,029 [0,773 |0,986 |1,000 [1,000 |0,989 0,607 [0,219 |0,568 0,971 |0,969 |0,893 0,594 (0,139 |0,018 |-0,157|0,555
SDT  |-0,593 |0,043 {0,170 |-0,190|-0,065|0,544 (0,204 |0,107 0,032 [0,767 |0,985 |1,000 (1,000 |0,988 0,602 |0,214 |0,563 [0,971 |0,967 |0,893 |0,585 |0,137 |0,007 |-0,158|0,556
¢l |-0,618|0,064 0,202 |-0,163|-0,057|0,570 (0,232 |0,121 0,024 (0,809 |0,988 |0,989 (0,988 [1,000 0,621 [0,207 |0,604 |0,967 |0,977 |0,875 |0,595 |0,173 |0,030 |-0,135|0,557
so4 |-0,258 |0,063 {0,099 |-0,179-0,097|0,501 (0,104 |0,132 |-0,196(0,707 |0,656 |0,607 [0,602 |0,621 1,000 |0,252 |0,637 |0,550 |0,706 |0,573 |0,445 |0,065 |-0,159|-0,390|0,168
HCO3 |-0,133 (0,388 |-0,106|-0,290|-0,197|-0,092|0,307 |0,451 |-0,454/0,211 |0,287 (0,219 |0,214 |0,207 |0,252 [1,000 |0,389 |0,251 0,289 |0,429 |0,290 |-0,243(0,343 |-0,120|-0,028
ca  |-0,239 (0,087 (0,156 |0,146 |-0,161|0,343 (0,313 |0,112 |-0,123|0,494 |0,614 |0,568 [0,563 |0,604 0,637 |0,389 |1,000 |0,534 |0,621 |0,566 |0,453 |0,198 0,020 |-0,173|0,249
Mg  |-0,645|0,084 0,170 |-0,193|-0,086|0,498 |0,253 |0,194 |-0,027|0,777 {0,968 (0,971 |0,971 0,967 [0,550 |0,251 |0,534 |1,000 0,947 |0,899 |0,568 |0,105 [0,100 |-0,175|0,549
Na  |-0,594 (0,091 0,252 |-0,216|-0,036|0,599 |0,225 |0,147 |-0,033|0,831 0,989 (0,969 |0,967 0,977 [0,706 |0,289 |0,621 |0,947 [1,000 |0,863 |0,610 |0,205 [0,036 |-0,211|0,464
K -0,566 (0,118 {0,029 |-0,239|-0,204|0,372 (0,231 |0,247 |-0,167|0,706 [0,889 [0,893 |0,893 |0,875 |0,573 {0,429 |0,566 |0,899 |0,863 [1,000 |0,607 |-0,017|0,150 |-0,128|0,502
NT  |-0,663 |-0,009|0,245 |-0,109|0,050 [0,482 |0,306 |-0,022|0,166 |0,593 |0,587 [0,594 |0,585 |0,595 |0,445 |0,290 |0,453 |0,568 0,610 0,607 |1,000 |0,349 [0,394 |0,049 |0,567
PT  |-0,123|-0,133|0,754 |0,190 |0,400 |0,285 |-0,049|-0,187|0,316 |0,150 |0,155 [0,139 |0,137 |0,173 |0,065 |-0,243|0,198 |0,105 |0,205 |-0,017|0,349 {1,000 [0,030 |0,006 |0,023
Chl-a |-0,467 |0,452 |-0,008|-0,104|0,151 |-0,191(0,230 |0,371 |-0,114|0,223 |0,018 |0,018 (0,007 |0,030 |-0,159|0,343 |0,020 |0,100 |0,036 |0,150 |0,394 (0,030 |1,000 |0,154 |0,232
DBO |-0,055 (0,015 |0,033 [0,275 |-0,075(0,079 |0,041 |-0,012|0,279 |-0,154|-0,197|-0,157|-0,158|-0,135|-0,390|-0,120|-0,173|-0,175|-0,211|-0,128|0,049 {0,006 |0,154 (1,000 |0,269
DQO |-0,459 |-0,007|-0,023|0,146 |0,031 [0,394 |0,184 |-0,181|0,315 |0,487 (0,484 [0,555 |0,556 |0,557 |0,168 |-0,028|0,249 |0,549 |0,464 |0,502 |0,567 {0,023 |0,232 |0,269 |1,000
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  A    ( aquo ) (         A   ( org )


 


  % RE   =     N   ext  N   total   x   100 =     Cext   x   Vext  Caquo   x   Vaquo     x   100        


  % RE   = FE     x         Vext    Vaquo     x   100        


  RE %   =  (   Cext   x   Vext  Caquo   x   Vaquo ) x   100


  FE   =   Fext / Faquo


    t  r =      | r |    ( n − 2 )  ( 1 −   r 2 )


      F  c a l =     s   max ⁡  2 /   s   min ⁡  2 


  %   R   =   [ ( CAM + PAD   −   CAM )   / CPAD ]   ∗ 100  


  Z =   ( ×   −   × m ) / 𝜎


  RE %   =   FE   x  Vext Vamo x 100        


  y = a x + b

