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RESUMO

Compostos de dificil degradagcdo sempre foram alvo de preocupacdo por parte de
orgaos ambientais. Alguns destes compostos podem causar disfun¢@o no sistema enddcrino
de homens e animais sendo conhecidos como perturbadores endocrinos. No presente
estudo foram analisados cinco destes compostos (estradiol, etinilestradiol, bisfenol A,
nonilfenol e dietilftalato) em amostras de dgua superficial, coletadas ao longo do Rio das
Velhas (de Ouro Preto a Nova Lima - MG - Brasil). As analises foram realizadas utilizando
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas apds a concentragdo dos
analitos por meio de extragdo em fase solida (SPE) com cartucho C18. A metodologia
desenvolvida permitiu a analise de todos compostos simultaneamente, sendo o dietilftalato
analisado no modo positivo de ionizagdo e os demais compostos no modo negativo de
ionizag¢do utilizando metanol e 4gua como fases méveis. Um volume de SpL. de amostra foi
injetado utilizando uma coluna C18 como fase estacionaria com um tempo total de analise
de 35 minutos. A quantificagdo dos perturbadores foi feita utilizando uma curva de
calibragdo externa, sendo o limite de quantificacdao (S/N=10) de 4,3ng/L para o dietilftalato,
3,9ng/L para o nonilfenol, 3,6ng/L para o estradiol, 4,7ng/L para o etinilestradiol e 2,5ng/L
para o bisfenol. As recuperacdes obtidas para o estradiol e etinilestradiol foram de 94,1% e
92,1%, respectivamente. Para dietilftalato, bisfenol e nonilfenol os valores obtidos de
recuperagdo foram de 93%, 92,2% e 91,7%, respectivamente. Os compostos foram
monitorados durante oito meses sendo o hormodnio etinilestradiol encontrado
ocasionalmente em concentragdes que variam de 5,6 a 63,8ng/L, ao passo que o estradiol
foi encontrado em apenas uma amostra na concentragao de 62,6ng/L. Os compostos
nonilfenol e dietilftalato foram encontrados em todas as amostras em concentragdes que
variam de 25,9 a 14353ng/L e 5,0 a 410,9ng/L. O bisfenol, o qual foi observado
concentracdes na faixa de 8,6 a 168,3ng/L, também foi encontrado em todas as amostras,
contudo, em algumas analises as concentra¢des determinadas ficaram abaixo do limite de
quantifica¢do. Através de uma comparacdo com dados secundérios determinou-se que o
nonilfenol encontrado provavelmente provém da lixiviagdo deste composto de solo de
culturas agricolas, ao passo que o bisfenol e o dietilftalato provéem da lixiviacdo de
plésticos presentes em esgotos e aterros sanitarios. A origem dos hormonios estradiol e
etinilestradiol ndo foi estabelecida devido a eventualidade com que estes foram

encontrados.
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ABSTRACT

Compounds of difficult degradation are always object of concern among
environmental agencies. A growing interest in the scientific community has been observed
when studies showed that some of these substances could cause dysfunction of the
endocrine system of humans and animals, being known as endocrine disruptors. In this
study five of these compounds (estradiol, ethinylestradiol, bisphenol A, nonylphenol and
diethylphtalate) were analyzed in surface water samples collected along the Rio das Velhas
river (from Ouro Preto to Nova Lima - MG - Brazil). The analyses were performed using
liquid chromatography coupled with high resolution mass spectrometry, after concentration
of the analytes by solid phase extraction (SPE) with C18 cartridge. The method developed
and validated allowed the simultaneous determination of all compounds, being
diethylphtalate analyzed in positive ionization mode and the others compounds in negative
ionization mode using methanol and water as mobile phase. The volume of SulL of SPE
extracts were injected into the HPLC, using C18 column as stationary phase, in a gradient
reverse phase, with a total analysis time of 35 minutes. The quantification was done using
external calibration curves and the estimated method quantification limit (S/N=10) was
4,3ng/L for diethylphtalate, 3.9ng/L. for nonilphenol, 3.6ng/L for estradiol, 4.7ng/L for
ethinylestradiol and 2.5ng/L for bisphenol A. Recoveries for estradiol and ethinylestradiol
were 94.1% and 92.1% respectively. For diethylphtalate, bisphenol and nonylphenol
recovery values obtained were 93.0%, 92.2% and 91.7% respectively. The substances were
monitored for eight months at Rio das Velhas river. The synthetic hormone ethinylestradiol
was occasionally found in concentrations ranging from 5.6 to 63.8ng/L, whereas estradiol
was found in only one sample at a concentration of 62.6ng/L. Nonylphenol and
diethylphtalate compounds were found in all samples in concentrations ranging from 25.9
to 1435.3ng/L and 5.0 to 410.9ng/L, respectively. The bisphenol A, which was observed at
the concentration range from 8.6 to 168.3ng/L, was also found in all samples, however, in
some of them the concentrations were found to be below the quantification limit. Through
a comparison with secondary data it was determined that nonylphenol found probably
comes from the leaching of soil from agricultural crops, while the bisphenol and
diethylphtalate comes from leaching of plastics present in sewage and landfills. The source
of estradiol and ethinylestradiol has not been established due to the eventuality that they

were found.
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1- INTRODUCAO

Micro-contaminantes organicos sdo frequentemente encontrados em aguas
superficiais. Estes compostos, em sua maioria, sdo recalcitrantes, sendo que alguns podem
causar disfun¢do do sistema enddcrino de homens e animais, sendo classificados como
perturbadores endocrinos (PE) (Segner et al, 2003; Routledge et al, 1998). Entre os
compostos que apresentam tais caracteristicas destaca-se a notabilidade de alguns grupos,
tais como, esterdides, produtos de higiene pessoal, surfactantes e aditivos industriais,
devido a quantidade em que sdo encontrados no meio ambiente.

Os PE chegam ao meio ambiente por diferentes rotas, sendo a principal a
contaminag¢do provinda do langamento de efluentes industriais e esgoto doméstico, tratado
ou in natura, em corpos d’agua. Tais microcontaminantes podem apresentar atividade
estrogénica ou outro efeito bioldgico em concentragdes muito baixas (nanogramas/litro)
(Girotto et al., 2007), o que traz a preocupacdo destes compostos serem uma ameaca a
saude publica, uma vez que muitos estdo presentes em potenciais mananciais de
abastecimento de agua.

Hormonios como estradiol (E2) e etinilestradiol (EE2) sdo langados diariamente em
corpos aquaticos. O estradiol ¢ um hormonio natural produzido pela mulher, enquanto o
etinilestradiol ¢ um hormonio sintético presente em pilulas contraceptivas e em tratamentos
de reposicdo hormonal (Streck, 2009). Varios estudos mostram a presenga destes
perturbadores em efluentes e 4guas superficiais de varios paises (Beck et al, 2005, Chen et
al 2009, Peng et al 2008). Além destas substancias, outras como bisfenol, nonilfenol e
ftalatos também tém chamado a atencao da comunidade cientifica pela presenga constante
em esgotos tratados ou in natura e, consequentemente, pela potencial presenca em
mananciais de abastecimento de dgua. Destaca-se entre estes, o nonilfenol (NP) que ¢ um
subproduto da degradagdo do alquilfenol polietoxilado, utilizados como agentes
surfactantes nao-idnicos em produtos de limpeza (Schroder, 2001) e o dietilftalato (DEP)
que ¢ uma substincia sintética comumente usada para aumentar a flexibilidade de plasticos
usados na manufatura de brinquedos, utensilios, partes de automoveis dentre outros
(USEPA, 2001). Outra substancia que merece igual importancia, devido a sua constante
presenca em aguas monitoradas, ¢ o bisfenol (BPA), um produto da degradagdo de

plasticos a base de policarbonatos e resinas epdxidas (USEPA, 2001).



A principal preocupagdo referente a presenca destes compostos em matrizes
ambientais reside na sua capacidade de afetar o sistema enddcrino de alguns animais.
Estudos reunidos pela Organizagdo Mundial da Satide (OMS) mostraram que baixas
quantidades de bisfenol e etinilestradiol, 2 e 0,02ug/kg/d respectivamente, causaram
aumento na prostata de camundongos. Outros efeitos como a reducdo na quantidade de
espermas também foram observados para compostos como nonilfenol e estradiol nestes
animais (Damstra et al, 2002). A presenga de PE em 4guas superficiais também ¢ uma
preocupacao do ponto de vista de satide publica uma vez que pouco se sabe sobre a
eficiéncia de remocdo de tais compostos nos processos convencionais de tratamento de
agua.

Um estudo realizado por Moreira (2007) comprovou a presenca dos perturbadores
endocrinos estradiol, etinilestradiol e nonilfenol em trés mananciais de dguas da regido
metropolitana de Belo Horizonte. No rio das Velhas a andlise foi feita no ponto de
captagdo da ETA, sendo o nonilfenol encontrado em todas as amostras analisadas ,em uma
faixa de concentragdo variando de 44 a 1918ng/L. Estradiol e etinilestradiol foram
encontrados em 15% das amostras, com as concentracdes variando de 2 a 54ng/L.

Do exposto, percebe-se a necessidade de pesquisas voltadas ao desenvolvimento de
metodologias de analise que permitam o monitoramento de microcontaminantes organicos
em aguas superficiais, particularmente no Brasil onde ha poucos estudos sobre os niveis de

contaminagdo em aguas que sao destinadas ao abastecimento publico.



2- OBJETIVO

O projeto tem por objetivo principal a identificacdo e quantificagdo dos
microcontaminantes organicos estradiol, etinilestradiol, nonilfenol, bisfenol e dietilftalato
em amostras de dguas superficiais. Para tal, foi utilizada como referéncia amostras de agua
do Rio das Velhas, em um percurso que abrange desde a Cachoeira das Andorinhas em
Ouro Preto/MG até a chegada na estacdo de tratamento de agua (ETA) de Belo Horizonte
em Nova Lima/MG.

Os objetivos especificos sao:

- Desenvolver e validar metodologia analitica para identificar os PE estradiol,

etinilestradiol, nonilfenol, bisfenol e dietilftalato eventualmente presentes nas aguas do alto

Rio das Velhas;

- Monitorar a presenga de perturbadores endocrinos, como os estradidis, bisfenol,

nonilfenol e dietilftalato, em mananciais de agua superficial do estado de Minas Gerais;

- Avaliar a influéncia de outros fatores como a sazonalidade pluviométrica na concentragdo

dos perturbadores endocrinos nas campanhas amostrais.



3- REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1- Introducao

Virios sdo os termos em portugués para definir os compostos que podem causar
disfungdo no sistema endocrino, tais como disruptores endocrinos, desreguladores
endocrinos, perturbadores endocrinos entre outros. Neste trabalho optou-se pelo termo
“perturbadores endocrinos”. A Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (USEPA)
define um perturbador enddcrino como um “agente exodgeno que interfere com a sintese,
secrecdo, transporte, ligagdo, acdo ou eliminagdo de hormonio natural no corpo que sdo
responsaveis pela manutengdo, reproducdo, desenvolvimento e/ou comportamento dos
organismos” (USEPA, 1997). Outra defini¢do para esse grupo de compostos, elaborada
pelo Programa Internacional de Seguranga Quimica (IPCS) juntamente com o Japao, EUA,
Canada, Unido Européia e Organizagdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico
(OECD), diz que “um perturbador enddcrino ¢ uma substancia ou um composto exdgeno
que altera uma ou varias fungdes do sistema endocrino e tem, conseqiientemente, efeitos
adversos sobre a saude no organismo intacto, sua descendéncia, ou (sub)populagdes”
(COM,1999).

Vérios sao os compostos que se enquadram nessa classe de substancias. Para
viabilizar um estudo mais consistente, a comunidade cientifica subdividiu esses PE em
grupos, de acordo com sua aplicagdo (de Alda et al., 2003). O critério adotado para
inclusdo ou exclusdo nestes grupos foi baseado em estudos ja existentes que comprovam
ou ndo os efeitos dessas substdncias no meio ambiente ou em organismos. Em uma
classificacdo feita pela CEC (Commission of the European Communities) 118 compostos
foram classificados como perturbadores endécrinos (COM, 2001). A Tabela 3.1 apresenta

alguns PE e suas respectivas classes.



Tabela 3. 1: Algumas substancias quimicas classificadas como PE

Ftalatos

Pesticidas

dietil ftalato (DEP)

di-iso-butil ftalato (DIBP)
di-n-butil ftalato (DBP)
butilbenzil ftalato (BBP)
diciclohexilo ftalato (DCHP)
di-2-(2-etil-hexil) ftalato (DEHP)
di-n-octil ftalato (DOP)
di-isooctil ftalato (DIOP)
di-iso-nonil ftalato (DINP)

di-iso-decil ftalato (DIDP

Alquilfendis

nonilfenol nonilfenol etoxilado
octilfenol octilfenol etoxilado
Organoclorados

dibenzo-p-dioxina

TCDD (2,3,7,8-tetraclorodibenzeno-p-
dioxina)

TCDF (2,3,7,8-tetraclorodibenzofurano)

Inseticida

DDT (2,2 bis-p-clorofenil-1,1,1-
tricloroetano)

DDE (2,2 bis-p-clorofenil-1,1-
dicloroetileno)
deltametrin
carbofurano
Herbicidas
atrazina
linuron
Fungicidas
vinclozolina
carbendazina
penconazol
procloraz
Pesticidas organoclorados

Lindano (1,2,3,4,5,6-hexacloroexano)

tridemorfos
procimidona
epoxiconazol

Compostos organicos de estanho

Bisfenol

Tributilestanho (TBT)

Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos

Naftalina Benzo[a]antraceno
Acenaftileno Criseno
Fluoreno Benzo[b]fluoranteno
Fenantreno Benzo[k]fluoranteno
Antraceno Benzo[a]pireno
Fluoranteno Indeno[123-cd]
Pireno pireno
Dibenzo[ah]antraceno
Benzo[ghi]perileno

Bisfenol A Trifenilestanho (TPT)
Parabenos Policlorados de bifenilas
benzilparabeno isobutilparabeno 2,4,4’-triclorobifenil
butilparabeno n-propilparabeno 2,2°,5,5 -tetraclorobifenol
etilparabeno metilparabeno 2,2°,4,5,5-pentaclorobifenil

2,3,4,4’,5-hexaclorobifenil
2,2°3,4,4° 5- hexaclorobifenil
2,2°,4,4°,5,5’-hexaclorobifenil
2,2°,3,4,4,5,5’-heptaclorobifenil

Retardantes de chama bromado

Polibromobifenila( PPB)

Metais pesados

Cadmio
Mercurio
Chumbo
Zinco

Agentes terapéuticos e farmacéuticos

Dietilestilbestrol (DES)
17a-etinilestradiol (EE2)

polibromobifenila( PPB)
2,2°,4,4’-tetrabromodifenil éter
2,2°,4,4° 5-pentabromodifenil éter
2,2°,4,4° 6-pentabromodifenil éter
2,2°,4,4°,5,5’-hexabromodifenil éter
2,2°,4,4°.5,6-hexabromodifenil éter
2,2°,3,4,4°,5,6-heptabromodifenil éter
octabromodifenil éter (BDE octa)
decabromociclodifenil éter (BDE 209)
hexabromociclododecano (HBCD)
tetrabromobisfenol A (TBBA)

Fitoestrogénios

Estrogénios naturais

estrona (E1)
17B-estradiol (E2)

Isoflavona: daidzeina e genisteina
Lignanas: metaresinol e enterodiol

Fonte: (Bila e Dezotti, 2007)




Alguns destes grupos, tais como esterdides, produtos de higiene pessoal,
surfactantes e aditivos industriais, receberam certo destaque da comunidade académica
devido a quantidade em que foram encontrados no meio ambiente. A estrutura quimica dos

perturbadores endocrinos que foram estudados neste trabalho ¢ apresentada na Figura 3.1.
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Figura 3. 1: Estruturas quimicas dos PE estudados nesta pesquisa

Esteroides

Hormoénios como estradiol e etinilestradiol sdo langados diariamente em corpos
aquaticos. O estradiol ¢ um hormoénio natural produzido pela mulher, ao passo que o
etinilestradiol ¢ um hormonio sintético utilizado na formulacao de pilulas contraceptivas e
em tratamentos de reposicdo hormonal (Streck, 2009). Estes estrogénios sdo excretados
principalmente como conjugados de 4cidos sulftrico e glucordnico. Nesta forma, eles ndo
possuem nenhuma atividade bioldgica direta, contudo, bactérias presentes no meio
ambiente convertem estes hormonios na sua forma livre (Baronti ef al., 2000). Estudos
mostram que a quantidade de hormdnios excretados diariamente por uma mulher gravida
pode chegar a 24mg/dia de estriol (E3). J& o hormonio estradiol ¢ excretado em menor
quantidade alcangando uma média de 347ug/dia. Mulheres na pré-menopausa excretam

uma média de 4,7pg/dia de estradiol e 10,73 pg/dia de estrona (E1). Para os homens estes



valores sdo bem menores com uma média de 1,5 pg/dia de estradiol e 3,9 pg/dia de estrona

(Liu et al., 2009).

Ftalatos

Os ftalatos possuem vdrias aplicagdes e alguns sdo citados pela Unido Européia
como possiveis causadores de perturbagdo enddcrina (COM,1999). Um destes compostos €
o dietilftalato, uma substancia sintética comumente usada para aumentar a flexibilidade de
pléasticos usados na manufatura de brinquedos, utensilios, partes de automodveis dentre

outros. Este ftalato também ¢ utilizado em cosméticos e inseticidas (USEPA, 2001).

Surfactantes e seus metabolitos

Os surfactantes sao langados diariamente em corpos d’aguas e alguns, juntamente
com seus metabolitos, possuem evidéncias que os classificam como perturbadores
endocrinos. Um desses compostos € o nonilfenol, um subproduto da degradagdo do
nonilfenol etoxilado utilizado como surfactante nao-idnico em aplicagdes domésticas e
industriais (Schroder, 2001). Estudos realizados por Brix et al. (2001) mostraram que o

metabolito nonilfenol € considerado de baixa degradabilidade.

Aditivos Industriais

Muitos aditivos utilizados em produtos industriais possuem potencial estrogénico.
Estes aditivos podem softrer lixiviagdo e atingir o meio ambiente. Como exemplo cita-se o
bisfenol A utilizado na producdo de policarbonatos e resinas epoxidas. Esses
policarbonatos sdo comumente empregados em embalagens de comidas e bebidas,
brinquedos entre outros (USEPA, 2001). Outra aplicagdo menos importante inclui seu uso

como antioxidantes na produc¢do de policloreto de vinila.

3.2- Historico e contextualizacao

O estudo de substancias que podem causar disfun¢do no sistema endocrino ganhou
um maior interesse da comunidade académica nas ultimas décadas, contudo, as evidéncias
que certos compostos poderiam alterar o sistema enddcrino de homens e animais surgiram
no inicio do século passado. Alguns fatos, como o lancamento do livro Silent Spring

(Primavera Silenciosa) de Rachel Carson e posteriormente do livro Our Stolen Future



(Nosso Futuro Roubado) de Theo Colborn contribuiu para que este tema se destacasse no
meio cientifico. Muitos sdo os relatos que ajudaram a evidenciar as conseqiiéncias destes
compostos na natureza e alguns destes fatos sdo apresentados na Tabela 3.2 (Nogueira,

2003).

Tabela 3. 2: Evolucdo cronoldgica dos fatos e evidéncias relativas aos efeitos relativos

adversos causados pelos PE

1923 Detecta-se atividade estrogénica em extratos bioldgicos
1950 Observa-se que o DDT evidencia atividade estrogénica

1962 Surgem as primeiras correlagdes entre os pesticidas/quimicos sintéticos € 0s
problemas de saude ambiental observadas na vida selvagem

1963 Verifica-se que a exposi¢do a hormonios naturais € perigosa e conduz ao cancer
1968 Descobre-se que o DDT apresenta atividade estrogénica nos mamiferos e aves

1971 Verifica-se que o DES (dietilestibestrol), um estrégeno, estd na origem do cancer
vaginal em mulheres cujas maes estiveram expostas a este produto durante a
gravidez

1972 O uso de DDT ¢ proibido em varios paises

1976 Verifica-se que o DDE esté interligado a problemas na reprodu¢do humana
1977 A producao e aplicacdo de PCBs ¢ restringida em alguns paises

1980 A utilizag@o de certos hormonios sintéticos ¢ restringida em alguns paises

1993 Detecta-se relacao entre os xenoestrogénios e problemas no aparelho reprodutivo
masculino e feminino

1996 Verifica-se que combinacdes de diversos xenoestrogénios apresentam
sinergismos em diversos tipos de leveduras

1998 Comegam a formar os primeiros grupos de investigacdo a nivel mundial para
estudar e dar resposta a esta problematica

1999 Desenvolvem-se estudos in vitro e in vivo conducentes a elaboracao de listas de
substancias classificadas como contendo potencial atividade estrogénica

Fonte: Adaptada de Nogueira (2003)

Mesmo com as diversas evidéncias citadas acima, organizagdes ambientais

governamentais comegaram a se reunir para discutir o problema bem posteriormente aos



primeiros relatos. A Tabela 3.3 apresenta alguns eventos realizados por organizagdes como

a United States Environmental Protection Agency (USEPA) e OMS para examinar e

debater sobre o tema (Bila e Dezotti, 2007).

Tabela 3. 3: Seminarios, comités e relatorios de avaliagao sobre os PE

Ano Organizacao Objetivos do Estudo
1995 Agéncia Ambiental Discussao sobre evidéncia e impactos dos PE e riscos
Federal Alema potenciais que podem causar em humanos e animais
1995 USEPA Seminarios para avaliar os riscos a saude e efeitos
ambientais dos PE
1995 Ministério do Meio Avaliagao dos efeitos de substancias estrogé€nicas no
Ambiente e Energiada | desenvolvimento e nas fungdes do sistema
Dinamarca reprodutivo masculino
1996 USEPA Seminério para desenvolvimento de estratégia para
avaliar o risco dos PE no ambiente
1996 USEPA Desenvolvimento de programa de testes e andlises
para avaliar a acdo dos PE
1997 USEPA Relatorio sobre os PE presentes no meio ambiente
1998 USEPA Revisao e discussao das informagdes cientificas
disponiveis sobre o PE
1998 (OCDE) Desenvolvimento de métodos de ensaio para os PE
1999 | Committee on Toxicity, | Revisdo da literatura existente e opinido cientifica nas
Ecotoxicity and the evidéncias dos PE, em particular, avaliacdao dos riscos
Environment (CSTEE) | ecologicos e diretrizes de ensaios toxicoldgicos
1999 Comissdo das Identificacdo do problema dos PE, suas causas,
Comunidades Européias | conseqiiéncias e definicdo das medidas adequadas
para dar uma resposta ao problema
2001 Comissao das Primeiro relatorio sobre o progresso dos trabalhos da
Comunidades Européias | comunidade européia sobre os PE
2002 Comissao das Programa ~ COMPREHEND:  Avaliagdo  das
Comunidades Européias | evidéncias dos PE no ambiente aquatico na Europa
2002 OCDE Avaliagao dos métodos de ensaios para as substancias
estrogénicas
2002 | Organizagdo Mundial da | Avaliacao global do estado da arte da ciéncia dos PE
Saude (OMS)
2003 Instituto de Saude Relatorio de avaliacdo do progresso internacional da
Ecologica (IHE) pesquisa dos PE
2004 Comissao das Segundo relatério sobre o progresso dos trabalhos
Comunidades Européias | sobre os PE.
2007 USEPA Desenvolvimento de métodos para analise de PE em
solo, sedimento e biosolidos por cromatografia.

Fonte: (adaptada de Bila e Dezotti, 2007)




Atualmente estas organizagdes ja citam a existéncia e relevancia destes
perturbadores enddcrinos em suas diretrizes referentes aos tratamentos de dguas e efluentes,

contudo, valores normativos ainda ndo foram estipulados.

3.3- Dinamica Ambiental

Os PE chegam ao meio ambiente por diferentes rotas, mas a principal contaminagao
provém do lancamento de efluentes industriais e esgoto doméstico, tratado ou in natura,
em corpos d’adgua. No Brasil o langamento de esgoto in natura nos corpos d’agua é comum,
pois muitos municipios ndo possuem qualquer tipo de estacao de tratamento. A Figura 3.2

mostra os diferentes caminhos dos PE no meio ambiente.
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Figura 3. 2: Representagdo esquematica de diferentes processos de transporte e destino de
PE no meio ambiente ( adaptado de Campbell et al., 2006)

Apobs o lancamento no meio ambiente, parte destes contaminantes organicos ¢
adsorvida em sedimentos e/ou outros materiais e parte permanece dissolvida na dgua. A

propor¢ao de adsor¢ado e dissolugdo ¢ definida pelo coeficiente de sor¢do (Koc) entre a fase
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solida e fase aquosa de cada composto e também por outras propriedades fisico-quimicas,
tais como a sua solubilidade em 4gua.

Outra propriedade peculiar de alguns PE que merece destaque € o coeficiente de
particdo octanol-agua (Kow) que indica a afinidade dos compostos por substancias
lipofilicas. As defini¢des de Koc ¢ Kow sdo muito proximas. Compostos com alto Kow
possuem grande afinidade por gorduras e pode acumular-se no tecido gorduroso de animais.
Dos compostos estudados, o nonilfenol ¢ o que apresenta maior Kow e estudos indicam
que ele se acumula em tecido de peixes (Shao et al., 2005). A Tabela 3.4 mostra algumas

propriedades importantes para o estudo destes compostos no meio ambiente.

Tabela 3. 4: Propriedades fisico-quimicas de alguns perturbadores enddcrinos

Composto Solubilidade Log Koc Log Kow pKa
em agua
(mg/L)

E2 12,96 3,10 —4,01 3,1-40 10,5-10,7
EE2 4,83 2,91 3,04 3,7-3,9 10,4
BPA 120 2,5-3,2 3,3 9,6 - 10,2
NP 5,43 3,56 —5,67 5,76 10,7
DEP 1000 2,65 2,47-2,51 ne

Fonte: (Campbell et al., 2006, Choi et al., 2005, Lintelmann et al., 2003, Westerhoff et al.,
2005, Yoon et al., 2003, CICAD, 2003) ne: ndo encontrado

Nota-se que alguns PE possuem um log Koc relativamente elevado, portanto,
podem ser adsorvidos em sedimentos ou outros materiais organicos. Contudo, apesar de
possuirem uma maior possibilidade de permanecerem adsorvidos em sedimentos, alguns
PE sdo constantemente encontrados em aguas ou esgoto em quantidades significativas.
Segundo Campbell et al. (2006) isto pode ocorrer devido a fatores como (1) maior
solubilidade dos metabdlitos gerados; (2) transporte facilitado por coldides; (3) aumento da
solubilidade através da elevagdo do pH (muitos PE tem pKa préximo a 10) e; (4) formagao
de micelas. Um estudo realizado por Brix et al. (2001) mostrou que a formagao de micelas

foi observada em compostos como o nonilfenol etoxilado.
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3.4- Sistema endocrino

O sistema endo6crino ou hormonal juntamente com o sistema nervoso formam um
dos principais mecanismos de controle de func¢des essenciais do organismo de humanos e

animais e pode ser dividido em trés componentes principais (Unido Européia, 2009).

o Glandulas endocrinas: situadas em varias partes do corpo humano e em

areas especificas do cérebro. As células destas glandulas secretam quimicos especificos
chamados de hormonios (Figura 3.3).

. Hormoénios: circulam por todo o corpo através de canais sanguineos e

modulos celulares ligando-se a receptores alvos nas células. Hormonios que estimulam e

controlam a atividade de outras glandulas enddcrinas sdo chamados de hormoénios tréficos.

. Receptores: estdo presentes nas células e uma vez ativados pela ligagao dos

hormdnios, regulam as fungdes e processos através de interacdes com o DNA das células

ou outros processos intracelulares complexos.

Hipéfise ou Pituitaria
Paratiredides
L - Tiredide
. Timo
y =N
i " \
| _+ Supra-renais ou Adrenais
- V& % =
1 J/jf// Pancreas
A /‘}’ h
| k' e
. [\ -~ f/ { } L
[l
j | F | \ .~ Owvérios

| | .I */‘ ’-} L Testiculos

Figura 3. 3: Sistema endocrino (Ghiselli e Jardim, 2007)
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De uma forma geral, o mecanismo de agdo do sistema endocrino ¢ iniciado na
reacdo de células nervosas a certos estimulos como fome, medo ou outras alteracdes no
organismo. Com isso, sinais sdo enviados as glandulas enddcrinas, as quais liberam
hormonios adequados que levardo instrugdes para células alvos onde se ligardo a
receptores especificos. O receptor interpreta a mensagem hormonal traduzindo-a mediante
um de dois processos celulares distintos: (i) ordena ao gene que produza novas proteinas, o
que causa efeito a longo prazo como crescimento ou maturagdo sexual e reprodutiva; (ii)
altera a atividade de proteinas existentes na célula, o que provoca uma resposta rapida do
organismo como o aumento do ritmo cardiaco ou variagcdo dos niveis de agucar no sangue
(Nogueira, 2003). A Tabela 3.5 apresenta os principais hormoénios produzidos no

organismo humano.

Tabela 3. 5: Principais hormonios produzidos pelo ser humano e suas fungdes

Glandula Hormonio Funcio
Hipotalamo Libera hormonios Estimula a atividade pituitaria
Pituitaria Hormonios troficos Estimula atividade (tiroidal, adrenal,
(estimulantes) gonodal e pancredatica)
Tiredide Hormonios tireoidais | Regulam o metabolismo,

crescimento, desenvolvimento,

comportamento e puberdade

Adrenal Hormonios Regulam o metabolismo e o
corticosterdides comportamento
Catecolaminas
Pancreas Insulina e glucagona Regulam os niveis de aglicar no
sangue
Gonadas Hormonios esterdides | Regulam o desenvolvimento e
sexuais crescimento, reprodugao,

imunidade, comego da puberdade e

comportamento

Fonte: site http://ec.europa.eu/environment/endocrine/definitions/index en.htm (acessado

em 28/11/2009)
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Os hormonios influenciam em vdrias outras fun¢des reguladoras essenciais do
organismo e por isso o seu equilibrio ¢ fundamental para evitar distirbios funcionais.
Segundo Nogueira (2003) o sistema endocrino nos organismos ¢ estimulado com
baixissimas concentracdes de hormodnios, da ordem de parte por bilhdo (ppb) ou até mesmo
parte por trilhdo (ppt) e por isso a presenca de tragos ou teores vestigiais de quimicos
organicos exdgenos poderdo ser perniciosos prejudicando gravemente o desenvolvimento

de todo o organismo.

3.5- Mecanismo de acao dos perturbadores endocrinos

Os PE afetam o sistema enddcrino e conseqiientemente as fungdes vitais nos seres
vivos, imitando, bloqueando ou provocando o colapso dos hormoénios esterdides, sendo o
mecanismo para esta desregulacdo complexo e diversificado (Nogueira, 2003). A sua agdo
no organismo humano e animal pode ocorrer de maneira direta ou indireta.

A agdo natural do hormonio ¢ de se ligar a um receptor especifico que possui
elevada afinidade e sensibilidade, produzindo uma resposta natural. Um PE pode afetar
esse mecanismo diretamente se ligando ao receptor hormonal, imitando assim a agdo do
hormonio e gerando uma falsa resposta. Esse fendmeno ¢ conhecido como efeito agonista.
Outra interferéncia que pode ocorrer ¢ o bloqueio do receptor hormonal pelos PE
impedindo assim que ocorra a ligacdo entre o receptor € o hormdnio. A este processo da-se

o nome de efeito antagonista. A Figura 3.4 exemplifica estes efeitos.

i Mimetizador Bloqueador
Hormanio o Hormonal o Hormaonal
T =7 pagpen o vl
o =F
Célul Célul .
Célula e [ ] i [ "]
|| Receptor Receptor
Receptor ~
Efgito Efeito
Efeito T
Efeito Antagonista
Resposta Efelto Agonista {Resposta Inibida)
(@) (b} {c)

Figura 3. 4: Acdo dos PE: a) resposta natural, b)efeito agonista, c) efeito antagonista
(Ghiselli e Jardim, 2007)
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Os PE podem causar varios tipos de danos ao organismo. Segundo Santamarta
(2001) os efeitos que estes causam variam de uma espécie para outra e de uma substancia
para outra. Contudo, podem ser formulados em quatro hipdteses gerais: (1) os compostos
podem ter efeitos totalmente distintos sobre o embrido, o feto e o organismo perinatal em
relacdo ao adulto; (2) os efeitos provocados se manifestam com maior freqii€ncia nos
filhos do que no progenitor exposto; (3) o momento da exposi¢do no organismo em
desenvolvimento ¢ decisivo para determinar seu carater e seu potencial futuro; e (4) ainda
que a exposigdo critica ocorra durante o desenvolvimento embriondrio, as manifestagdes
Obvias podem ndo se produzir até a maturidade (Santamarta, 2001).

A alteragdo do sistema endocrino também pode ocorrer na sintese, secrecgdo,
transporte, ligacao, acao ou eliminacao dos hormonios naturais do organismo, conduzindo
a uma nova resposta hormonal, fraca ou forte, resultando em um sinal inexato para o corpo
(Nogueira, 2003).

Virios sdo os danos que um PE pode causar no sistema endocrino e estes efeitos
podem tornar-se mais criticos quando ocorre a agdo simultinea de um ou mais

perturbadores. Com isso, pode-se ter um aumento no potencial de agdao destes compostos.

3.6- Efeitos dos Perturbadores Endocrinos

3.6.1- Efeitos em animais

Os PE estdo conseguindo cada vez mais uma atencdo especial da comunidade
académica devido aos efeitos que estes podem causar em animais € humanos. Muitos sao
os estudos que evidenciam uma ligacdo direta entre a presenga desta classe de substancias
e alteragdes endocrinoldgicas em animais, contudo, ndo se sabe em que quantidade estes
compostos sdo prejudiciais. Alguns autores defendem que mesmo em baixissimas
quantidades alguns destes perturbadores pode causar ao longo de anos efeitos na saude
humana ¢ alteragdes em animais.

Os estudos realizados para comprovar estes efeitos normalmente utilizam o
monitoramento de biomarcadores. Um biomarcador normalmente utilizado ¢ a vitelogenina
(VTG), uma proteina presente no plasma sanguineo de animais vertebrados oviparos
fémeas que ¢ regulada por estrogénios (Cargouet ef al., 2007). Os machos destas espécies
possuem baixos niveis desta proteina no plasma, contudo, quando expostos a compostos

estrogénicos a producio de VTG ¢ altamente induzida.
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A exposi¢ao destes organismos a estes estrogénios causam um impacto direto sobre
seus sistemas endocrinos. Um estudo realizado por Routledge et al. (1998) em duas
espécies diferentes de peixes, Oncorhynchus mykiss € Rutilus rutilus, mostrou que a
exposicao destes animais ao 17fB-estradiol e a estrona por 21 dias em diferentes
concentragdes (1, 10, e 100ng/L) induziram um aumento de VTG no plasma proporcional
as concentracdes expostas. Estudos anteriores como o de Purdom et al, (1994) também
obtiveram resultados semelhantes para outros estrogénios como o 17a-etinilestradiol. Os
resultados obtidos indicaram que a presenga deste composto causou feminizacao de peixes.
Estudos mais recentes também mostraram que peixes apresentaram um aumento na
produ¢do de VTG em baixas concentragdes (Sng/L a 24ng/L) de 17a-etinilestradiol
indicando um alto potencial estrogénico para este composto (Ferreira ef al., 2009, Saaristo
et al.,2009).

Estudos desenvolvidos ao longo dos anos mostraram que outros compostos como
Bisfenol A também possuem atividade estrogénica. Isto foi comprovado quando
camundongos expostos a este perturbador em baixas concentragdes didrias (2 a 20pg/kg)
apresentaram alteragdes no sistema reprodutor e reducao na quantidade de espermatozoéides
em machos (Vom Saal et al., 1998, Nagel et al., 1997). Em peixes os efeitos no sistema
endocrino foram observados em doses mais elevadas (375 pug/L) (Segner et al., 2003).
Estudos mais recentes mostraram que BPA também pode provocar alteragdes no
desenvolvimento embriondrio e reprodutivo de peixes (Ramakrishnan e Wayne, 2008). Em
altas concentragdes BPA pode causar ainda cancer em ratos (Jenkins et al., 2009).

Outra classe de alquilfendis que possui atividade estrogénica sdo os nonilfendis.
Uma pesquisa realizada por Matozzo e Marin (2005) mostrou que este composto provoca a
producao de VTG em moluscos machos da espécie Tapes philippinarum, contudo, o
potencial estrogénico deste composto ¢ menor quando comparados com estrogé€nios
naturais como o 17f-estradiol (Nimrod e Benson, 1996).

Além de causar perturbagdo no sistema endocrino estes compostos podem sofrer
bioacumulagdo. Alguns dados de monitoramentos realizados indicam que nonilfenol pode
sofrer bioacumulagdao em algas, peixes e outros animais (Shao et al., 2005, Ahel et al.,
1993).

O mesmo efeito de estrogenicidade pode ser observado em ftalatos. Pesquisas
realizadas mostraram o DEHP (1mg/kg/dia) causou alteracdes no sistema hormonal e

desenvolvimento fetal de camundongos (Tanida et al., 2009).
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3.6.2- Efeitos em humanos

Assim como em animais silvestres alguns estudos também apontam efeitos danosos
relacionados a ingestdo cronica de PE em humanos.

Uma das primeiras evidéncias de que determinados compostos organicos poderiam
causar danos aos seres humanos surgiu em 1971 quando estudos com mulheres com um
tipo raro de cancer apontaram a utilizacdo de DES, um hormonio sintético, por suas maes
como um dos principais causadores da doenca. Outra conseqiliéncia relacionada ao
consumo desta substancia foi a esterilidade destas mulheres (Herbst ef al., 1971). Outros
estudos realizados posteriormente mostraram evidéncias de alteragdo no sistema enddcrino
causada por outros compostos. Harrison ef al. (1997) relataram que os efeitos mais citados
incluem:

e aumento da incidéncia de cancer testicular e préstata em homens e mama em
mulheres;

¢ reducdo na qualidade e quantidade de espermas;

e aumento na incidéncia de criptorquidismo e malformagao do pénis;

e aumento na incidéncia de ovarios policistico em mulheres; e

e alteracdo fisica e mental no desenvolvimento de criancgas.

Outros estudos ainda relatam a diminui¢do da ovulagdo e aumento da secre¢do da

prolactina causado por bisfenol (Wozniak et al., 2005).

3.7- Analise de Perturbadores Endocrinos

Do exposto acima percebe-se a necessidade de técnicas analiticas voltadas para o
estudo destes perturbadores em amostras ambientais. E importante salientar que para se ter
uma boa resposta com alta repetibilidade ¢ necessario um grande rigor para evitar

contaminag¢do da amostra e perda do analito de interesse.

3.7.1- Amostragem

A amostragem ¢ o primeiro estagio na andlise de perturbadores e o rigor
metodoldgico nesta etapa ¢ fundamental para evitar contaminagdes ou outros problemas
durante o preparo da amostra. Normalmente as amostras sao coletadas em frascos ambar de

vidro para evitar adsorcdo dos compostos de interesse e fotodegradagdo. O volume de
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amostra coletado depende do tipo de matriz analisada e da técnica de preparo utilizada.
Estudos onde se utiliza micro extracdo em fase solida (SPME) como forma de
concentracdo dos analitos uma pequena quantidade de amostra ¢ requerida. Psillakis e
Kalogerakis (2003) utilizaram 5mL de amostra na andlise de ftalatos em aguas de rios.
Volumes maiores sdo necessarios quando extragdo em fase sdlida (SPE) ou extracao
liquido-liquido sdo utilizadas. Os volumes comumente reportados para andlise de
perturbadores enddcrinos em aguas de rio sao de 1000 ml (Kasprzyk-Hordern et al.,
2008a) e 500ml (Pedrouzo et al., 2009). Volumes maiores podem saturar os cartuchos

quando se utiliza SPE como forma de extragdo (Quintana et al., 2004).

3.7.2- Preparo da amostra

A andlise de perturbadores endocrinos em matrizes ambientais exige um tratamento
prévio das amostras, pois normalmente tém-se matrizes complexas onde os analitos de
interesse estdo presentes em baixas concentragdes. O tratamento inicial da amostra ¢ uma
etapa crucial no estudo dos PE, pois alguns efeitos causados pela complexidade da matriz
s0 podem ser corrigidos nesta etapa. Em matrizes liquidas as etapas desse pré-tratamento

sdo basicamente filtracdo da amostra, extragdo e concentragdo dos analitos.

3.7.3- Filtracao e Ajuste de pH

A etapa de filtracao consiste na retirada de solidos das amostras onde normalmente
se utiliza filtros de acetato de celulose ou fibra de vidro. A escolha do material do filtro
deve ser cautelosa para evitar que os analitos de interesse sejam adsorvidos no material dos
filtros. Em muitos estudos a retirada dos so6lidos ¢ feita utilizando-se filtros com pequenas
porosidades (0,45 e 0,22um) para evitar entupimentos na etapa de extragao.

O ajuste de pH ¢ realizado em muitos estudos para aumentar a afinidade entre os
analitos de interesse e a fase organica utilizada para concentracdo e extracdo. Em um
estudo realizado por (Quintana et al., 2004) foi mostrado que a recuperacao de compostos
como o estradiol ou etinilestradiol ndo ¢ afetada pelo pH, contudo, Liu ef al. (2004)
mostraram que para o nonilfenol a recuperagdo diminui com o aumento do pH. De fato,
varios estudos que fazem andlise de nonilfenol ou outros alquilfenois em amostras aquosas

utilizam ajustes de pH que variam entre 2 e 3.
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3.7.4- Concentracao e Extracio

Diversos sdo os métodos existentes de concentragdo ¢ extragdo de amostras
ambientais liquidas. Métodos como sublimagao do solvente, destilagdo a vapor e extracao
liquido-liquido foram muito utilizados no passado, entretanto, as desvantagens nas suas
utilizagdes como gasto excessivo de solvente e formacdo de emulsdes (extracdo liquido-
liquido) fizeram com que outras alternativas fossem utilizadas na analise de amostras
ambientais ( Wu et al., 2009, Petrovic et al., 2002).

Atualmente os métodos mais comuns de extracdo de PE de fases aquosas sdo a
SPME e a SPE. A SPME ¢ baseada na distribui¢do dos analitos das amostras entre uma
fase extratora imobilizada em uma fibra de silica fundida e um headspace (fase liquida,
solida ou gasosa) ou entre uma fibra e a amostra liquida. Quando o equilibrio ¢ alcangado,
uma quantidade maxima de analito ¢ retida (Kayali et al., 2006). J& mecanismo de SPE
funciona como uma separa¢do cromatografica, onde ocorre a separagdo dos analitos de
interesse pela afinidade de polaridade entre as fases envolvidas. Normalmente a fase
estaciondria ¢ acoplada em discos ou cartuchos (Petrovic et al., 2002).

Muitos sdo os materiais que podem ser usados na SPE, contudo, os mais
frequentemente usados no estudo de PE sdo os de C18, que consiste em cadeia alifatica de
carbonos em suporte de silica, e HLB Oasis que consiste em um copolimero poroso, o
poli(divinil-benzeno—co-N-vinilpirrolidona), com uma capacidade de adsor¢do de
compostos hidrofilicos e lipofilicos (Fontanals ef al., 2007, Gatidou et al., 2007, Nie et al.,
2009). Em um estudo realizado por Liu et al. (2004) o cartucho HLB Oasis se mostrou
com uma melhor eficiéncia de recuperagdo frente ao cartucho C18 na andlise de
estrogénios ambientais. Entretanto, o pre¢o desse tipo de cartucho ¢ bem superior aos

demais, caracterizando uma desvantagem no custo-beneficio.

3.7.5- Eluicao

A etapa de eluicdo ¢ realizada quando a extragdo ¢ feita por SPE e consiste na
retirada dos analitos retidos no cartucho durante a extragdo. A escolha do solvente utilizado
nesta etapa depende das propriedades dos compostos de interesse e do cartucho utilizado.
Assim em cartuchos C18 reporta-se com certa freqiiéncia a utilizagao de acetato de etila ou
diclorometano (Farre et al., 2007). Contudo, outros solventes como acetonitrila, acetona,
metanol, dentre outros, também sao utilizados para eluicdo (Zafra-Gomez et al., 2008, Hu

et al., 2005).
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Posteriormente a eluicdo ¢ realizada a analise instrumental dos perturbadores
enddcrinos. Entretanto, em determinados estudos o solvente utilizado com melhor indice
de recuperacao ¢ incompativel com a coluna utilizada na analise cromatografica. Por isso ¢
necessario uma secagem do extrato da amostra concentrado e ressuspensdo com um
solvente apropriado. O uso de nitrogénio gasoso nesta etapa ¢ reportado em diversos
trabalhos. A reconstituicdo normalmente ¢ feita com o mesmo solvente utilizado na fase
movel, quando ¢ utilizada cromatografia liquida para analise, e solventes volateis, quando

¢ utilizada cromatografia gasosa.

3.8- Técnicas de analise de perturbadores

Os PE estdo presentes nas amostras ambientais em baixas concentra¢des € por iSso
sdo necessarias para sua analise técnicas que consigam a quantificacdo destes compostos
em niveis tracos. Para este tipo de andlise tem-se utilizado basicamente métodos de
imunoensaios ou cromatografia aliada a espectrometria de massas. Os métodos de
imunoensaios sdo métodos bioldgicos que utilizam a especificidade das enzimas para
determina¢do do analito de interesse, ao passo que a cromatografia se baseia na separagao
destes compostos pela diferenca de afinidade entre os analitos para com uma fase

estacionaria.

3.8.1- Imunoensaios

Imunoensaios sao facilmente efetuados e apresentam boa sensibilidade e
especificidade, além disso, ndo necessitam de qualificagdo pessoal ou equipamentos de
elevado custo (Ballesteros-Gomez et al., 2009). Este método se baseia na producgdo de
anticorpos ou receptores que se ligam de forma especifica a substiancias que apresentam
atividade estrogénica (Nogueira, 2003). Diversos sao os anticorpos e receptores especificos
utilizados para este fim. A Figura 3.5 representa genericamente a analise de PE por

métodos de imunoensaios.
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Figura 3. 5: Representagao genérica da analise de PE por métodos de imunoensaios
(Nogueira, 2003)

O receptor ¢ imobilizado em um suporte onde posteriormente adiciona-se a amostra
em estudo contendo estrogénios e anticorpos. Ap6s um periodo de incubagdo (1-4h) uma
solucdo adequada ao tipo de deteccdo ¢ adicionada. As técnicas de deteccdo mais utilizadas
sdo fluorescéncia (ELRA: Enzyme Linked Receptor Assay), atividade enzimatica (ELISA:
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) e radiagdo isotopica (RIA: Radio Immuno Assay)
(Nogueira, 2003). A vantagem na utilizagdo de biosensores estd no fato destas analises
serem consideradas simples e de baixo custo frente a outras técnicas, pois exigem o minino
de preparacdo de amostras com matrizes complexas. Outras vantagens incluem a
portabilidade para estudos de campo, e alguns biosensores podem ainda revelar outros
efeitos bioldgicos como toxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade (Rodriguez-Mozaz et
al., 2007). Entretanto, algumas desvantagens fazem com que este tipo de andlise para
determina¢do de perturbadores endocrinos em amostras ambientais seja menos utilizada.
Entre elas, destaca-se a impossibilidade de multiplas andlises e o elevado erro observado
em estudos comparativos. Hankinson et al. (1994) mostraram em um estudo de
reprodutibilidade interlaboratorial que o erro para medidas de estrogénios como estradiol
em amostras de plasma por radioimunoensaios foi frequentemente superior a 25%. Em
outro estudo, Mauricio ef al. (2006) fizeram uma analise comparativa de PE entre a técnica
de imunoenssaio ELISA e a técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS-MS). Em determinadas andlises a diferenga entre os valores chegou a
mais de 50%. Estes erros podem ser relacionados a interferéncias de outros esterdides ou

metabolitos presentes na amostra (Salvador ef al., 2007).
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A necessidade de andlises simultaneas de diversos compostos fez com que os Kkits
de imunoensaios fossem menos utilizados. Assim métodos cromatograficos conquistaram

um maior espaco para analise de perturbadores endocrinos em amostras ambientais.

3.8.2- Métodos cromatograficos

A cromatografia, tanto em fase liquida quanto gasosa, tem sido largamente utilizada
para analise de PE. Esta técnica ¢ um procedimento analitico fundamental e uma separagao
eficiente dos analitos durante a analise pode ajudar a evitar efeitos de ioniza¢ao na matriz,
diminuindo o risco de falsos resultados positivos ou negativos (Kuster et al., 2009).
Diversos sdao os modos de detec¢do para esta técnica, entretanto na analise de PE o uso de
detector de captura de elétrons (ECD), espectrometria de massas (MS), detector de
ionizacdo de chama (FID) para cromatografia gasosa e UV, arranjo de diodos, MS e
fluorescéncia para cromatografia liquida ¢ frequentemente citado (Li et al., 2008, Liang et
al., 2008, Ribeiro et al., 2009, Sole et al., 2000). Mesmo com tantas op¢des o acoplamento
de espectrometria de massas com a cromatografia se destacou entre as demais devido a

sensibilidade, especificidade e universalidade desta técnica.

Cromatografia Gasosa

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) ¢
habitualmente usada em analises ambientais. Uma das vantagens no uso de GC-MS ¢ a alta
resolugdo na separacdo de multinalitos (Giese, 2003). Entretanto, a pouca volatilidade de
alguns compostos exige o acréscimo de uma etapa de derivatizagdo no preparo das
amostras (Petrovic ef al., 2002). Os métodos analiticos propostos na literatura aplicam
diferentes agentes derivatizantes os quais incluem o uso de pentafluorobenzil (PFBr) N,O-
bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) ou N-(tert-butildimetilsilil)-N-metil-trifluor
acetamida (MTBSTFA) que conduzem a formagdo de trimetilsilil (TMS) e tributilsilil
(TBS). Estes compostos sdo frequentemente usados por apresentarem uma boa estabilidade
e sensibilidade. (Fine et al., 2003, Nakamura ef al., 2001, Schoene et al., 1994, Shareef et
al., 2004).

As formas de ionizag@o mais utilizadas para GC-MS sdo a ionizac¢do por elétrons
(EI) e ionizagdo quimica (CI). Os limites de deteccdo (LD) obtidos na utilizagdo de
cromatografia com estes tipos de detectores atendem as analises destes compostos em
amostras ambientais . Em estudos realizados em aguas de rios, obteve-se um LD de 2,0

ng/L para o BPA utilizando ionizagdo por elétrons (Azevedo et al., 2001). No estudo feito
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por Nie et al. (2009) o LD encontrado para o NP utilizando EI como fonte de ionizagao foi
de 30,3 ng/L. Uma comparacdo entre a utilizagdo de EI e CI mostra que os cromatogramas
obtidos quando ionizacdo quimica ¢ utilizada possuem menos interferentes, pois ha uma
redugdo na possibilidade de interferentes na etapa de ionizacdo em matrizes complexas.
Consequentemente, GC-CI-MS proporciona uma melhor razdo entre sinal/ruido (S/N)

(Barreda et al., 2006).

Cromatografia Liquida

O grande problema na utilizagdo de cromatografia liquida com a espectrometria de
massas era o interfaciamento entre as duas técnicas, contudo, o desenvolvimento
tecnologico das ultimas décadas permitiu a aplicagdo desta técnica para analise de diversos
compostos organicos. A principal vantagem da cromatografia liquida frente a gasosa ¢ a
andlise de compostos como os PE sem a necessidade de derivatizagdo. Em alguns estudos a
deteccdo por meio de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas se
mostrou superior a métodos de imunoensaios ou GC/MS em termos de seletividade,
sensibilidade e simplicidade analitica (Sun et al., 2009). Atualmente as interfaces mais
utilizadas para andlise de perturbadores em amostras ambientais aquaticas sdo electrospray
(ESI) e ionizag@o quimica por pressao atmosférica (APCI). ESI ¢é particularmente utilizada
para compostos polares enquanto APCI ¢ muito eficiente na analise compostos de baixa e
média polaridade (de Alda et al., 2003). Um problema comumente encontrado na
utilizacdo de ESI e APCI para andlise de PE ¢ a dependéncia da resposta em funcdo da
pureza dos analitos. Em amostras mais complexas pode ocorrer um aumento do efeito
matriz com a supressao ou a intensificagdo do sinal dos analitos (Mei et al., 2003).

Diversas sdo as configuragdes de cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas para analise de compostos organicos, contudo, para analise de PE percebe-se
uma maior utiliza¢do do triplo quadrupolo no modo SRM (selected reaction monitoring),
pois assim tem-se uma boa seletividade e sensibilidade na andlise de tragos destes
compostos no meio ambiente (de Alda et al., 2003). Entretanto, mesmo com tais
caracteristicas, a resolucao do triplo quadrupolo ndo ¢ capaz de distinguir compostos com
massas muito proximas, pois este tipo de aparelho possui resolugdo unitaria assim, pode-
se obter em determinadas andlises falsos resultados positivos (Farre ef al., 2007, Grover et
al., 2009). Uma alternativa para aumentar a seletividade e evitar falsos resultados ¢ a

utilizacao de um espectrometro de massas com tempo de voo (TOF-MS). Instrumentos que
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possuem TOF como um de seus analisadores de massa combinam a habilidade e acurécia
na determinagdo de massas com uma excelente sensibilidade (Niessen, 1999).

Em matrizes mais complexas, mesmo o uso de técnicas que aumentam a exatidao
como TOF ndo sdo capazes de eliminar a ocorréncia de supressdo do sinal do analito de
interesse. Isso acontece porque a supressdo ocorre basicamente na fonte de ionizacdo. Em
determinadas amostras compostos presentes na matriz competem com os analitos de
interesse no momento da ionizacdo. A intensidade dessa supressao depende basicamente da
estrutura quimica dos interferentes que determina a sua facilidade de ionizacao frente ao
analito de interesse. Uma avaliag¢do desse efeito supressivo realizada por Chiu et al. (2009)
na analise de compostos estrogénicos mostrou que compostos mais polares como El e E3
apresentaram uma supressao de 8 a 18% em amostras de esgoto, ao passo que compostos
como estradiol e etinilestradiol apresentaram uma supressdo de 10 a 28% em matrizes
solidas mais complexas. Para redugcdo dessa supressdo um acréscimo de uma etapa de
limpeza na amostra durante o pré-tratamento pode ser realizada. No estudo feito por Chiu,
além desta etapa de limpeza, foi utilizado um spike com padrdo interno deuterado dos
compostos de interesse.

A andlise do efeito supressivo em amostras ambientais complexas também foi feita
por Koh et al. (2008) em alquilfendis. O estudo mostrou que estes compostos podem
apresentar uma supressdo de 24% em efluentes domésticos. Estes valores foram bem
superiores no estudo realizado por Jahnke et al. (2004), onde a supressdao observada variou
de 32% a 79%.

Os limites de deteccdo encontrados quando se utiliza cromatografia liquida com
espectrometria de massas sdo bem expressivos. Em um estudo realizado por Lagana et al.

(2004) em aguas de rio o LD variou de 0,2 a 36 ng/L para xenoestrogénios.

3.9- Monitoramentos realizados

O monitoramento de perturbadores enddcrinos € realizado em varios paises. Os
estudos mostram que estes compostos estudados sdo encontrados em diversas quantidades.
Os primeiros monitoramentos foram realizados apos a suspeita de que determinados
compostos quimicos poderiam ser os causadores de anomalias observadas em animais

silvestres.
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Estudos posteriores como o de Rudel et al. (1998), onde BPA foi monitorado em
afluentes e efluentes de uma ETE, relataram significantes quantidades destes compostos no
meio ambiente.

Outros estudos publicados mostraram o monitoramento de BPA e outros PE em
aguas de rios e outras matrizes. Snyder et al. (1999), utilizando um cromatografo liquido
com detector de fluorescéncia e o imunoensaio RIA, mostraram que 0,18 a 2,67 ng/L, 0,25
a 0,52 ng/L e 160 a 1140 ng/L de E2, EE2 e NP, respectivamente, foram encontrados em
amostras de aguas de rios dos Estados Unidos. Beck et al. (2005) monitoraram a presenga
de BPA, E2, EE2 e NP em aguas maritimas da Alemanha utilizando LC-MS/MS. As
quantidades encontradas foram de 0,11 a 5,7 ng/L, <4ng/L, 1,7 a 17,9 ng/L e 2,5 a
13,8ng/L respectivamente.

No Brasil o estudo de PE ¢ relativamente recente. O primeiro relato da presenga
destes compostos em aguas brasileiras foi publicado por Ternes ef al. em 1999. Estradiol e
etinilestradiol foram monitorados em um curto periodo de 6 dias em estagdes de tratamento
de efluentes domésticos do Rio de Janeiro e foram encontrados com uma média de 21ng/L
e <Ing/L, respectivamente. Monitoramentos com uma dura¢ao maior foram posteriormente
realizados em aguas brasileiras. Em 2006 Ghiselle monitorou PE em &aguas de rios de
Campinas e as quantidades encontradas, 1,8 a 6,0 ug/L de E2, 1,3 a 3,5ug/L de EE2, 1,1 a
1,8ug/L de NP, 2,0 a 64,0ug/L de BPA ¢ 0,2 a 3,0ug/L de DEP, foram relativamente
significantes.

Em Minas Gerais o unico trabalho realizado foi o de Moreira (2008) onde o
monitoramento de E2, EE2 e NP nos principais mananciais de abastecimento da regido
metropolitana de Belo Horizonte foi efetuado. A concentracdo média encontrada de
nonilfenol foi 402,9ng/L. E2 e EE2 foram encontrados em 15% das amostras analisadas
em uma faixa de concentra¢dao de 2 a 54 ng/L. Os resultados obtidos foram semelhantes a
estudos realizados em outros paises onde estes compostos foram encontrados
eventualmente. ,

Algumas propriedades inerentes a alguns destes compostos mostram-se relevantes
nas quantidades em que estes sdo encontrados em determinadas matrizes. Um estudo
realizado por Nie et al. (2009) na fase aquosa e solida de lodos ativados mostrou que NP
estd presente em uma quantidade significantemente maior em matrizes sélidas. Este
composto foi encontrado com média de 2308,7ng/g em sedimentos, enquanto na fase

aquosa essa proporcao foi bem menor, 199,8ng/L. Estas proporg¢des ja sao esperadas, visto
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que compostos como nonilfenol, com Kow e Koc relativamente elevados e baixa
solubilidade, tem maior afinidade por sedimentos e se adsorvem neste tipo de matriz.

Sao varios os estudos realizados em matrizes ambientais. Estudos mais recentes
mostram o monitoramento destes compostos no EUA, Alemanha, Australia, China ¢ em
outros diversos paises. A Tabela 3.6 apresenta alguns dados de monitoramento realizados

pelo mundo dos  perturbadores  enddécrinos  estudados  neste  trabalho.
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Tabela 3. 6: Trabalhos publicados sobre o monitoramento de perturbadores endocrinos em algumas matrizes ambientais

Referéncias Localizacdo Fonte de | Tipo de Tipo de NP E2 EE2 BPA DEP
origem extracido | deteccio (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)
(Azevedo et al., Portugal Rio SPE CG-MS (0,2a NA NA (0,2a NA
2001) 30)x10° 4,0)x10°
(Beck et al., 2005) Alemanha Mar SPE LC-MS/MS | 2,5a13,8 <LD 1,7a17,9 | 0,11 a 5,7 NA
(Benotti et al., EUA ETA SPE LC-MS/MS e 130 17 1,4 14 NA
2009) CG-MS/MS
(Boyd et al., 2004) EUA Rio SPE CG/MS NA <LD NA 1,9 a 158 NA
(Bruchet et al., Francga Esgoto SPE e CG-MS <LD 10 2,5 NA 1,25x10"
2002) bruto liquido-
liquido
(Cespedes et al., Espanha Esgoto SPE LC-MS (5,59 a (0,06 — (3,67 —
2006) bruto 17,5)x10° NA NA 1,51)x10° | 16,2)x10°
(Cespedes et al., Espanha Esgoto SPE LC-MS (0,33- (0,7 - (3,64 —
2006) tratado 2,07)x10° NA NA 2,7)x10% | 13,3)x10°
(Cespedes et al., Espanha SPE LC-MS (0,10- <LD (0,15 -
2006) Rio 1,32)x10° NA NA 9,77)x10°
(Chen et al., 2009) Taiwan Esgoto APPI LC-MS/MS NA NA
bruto NA 84 <LD
(Farre et al., 2007) Espanha Esgoto SPE LC-MS/MS NA 0,5a1,l <LD NA NA
bruto Kit ELISA
(Fatoki e Noma, Africa do Sul Rio SPE CG-FID NA NA NA NA (0,03 —
2002) 33,1)x10°
(Fernandez et al., Espanha Esgoto SPE LC-ESI-MS- | (3,31a NA NA (0,54- NA
2009) bruto MS e CG/MS | 7,22)x10° 2,06)x10°

NA: ndo analisado <LD: menor que o limite de deteccdo NP: nonilfenol

E2:estradiol

EE2:etinilestradiol BPA:bisfenol DEP: dietilftalato
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Tabela 3.6: Trabalhos publicados sobre o monitoramento de perturbadores endocrinos em algumas matrizes ambientais (continuagao)

Referéncias Localizacdo Fonte de Tipo de Tipo de NP E2 EE2 BPA DEP
origem extracio deteccio (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)
(Fromme et al., Alemanha Rio SPE GC-MS/MS NA NA NA (0,005 a NA
2002) 4,1)x10
(Ghiselli, 2006) Campinas Rio SPE CG-MS (1,1a (1,8 a (1,3a (0,20 a (0,2a
(Brasil) 1,8)x10° | 6,0x10° | 3,5)x10° | 6,4)x10* | 3,0)x10°
(Gibson et al., México Esgoto SPE CG-MS/MS (11,0 a 18,0 a <LD (0,77 a NA
2007) bruto 22.4)x10° | 22,0 2,5) x10°
(Gibson et al., México Nascente SPE CG-MS/MS | 1,8a38,0 0,01 a 0,06 0,4 NA
2007) 0,02
(Hibberd et al., Reino Unido Rio SPE CG-MS/MS NA 3,1-21,4 1,5 69,3 NA
2009)
(Kasprzyk-Hordern | Reino Unido Rio SPE LC-MS NA NA NA 9a68 NA
et al.,2008b)

) Estados Esgoto Liquido — CG-MS 0,8a 1,6 a 73a 0,14 a 2,0a
(Kolpin ef al., 2002) | 15 : 4o brato | Liquido 4%)x103 2,%)) x10? 83(,1)x101 1( 2)x10° 4,(2)><1o2
(Komori et al., Japao ETE SPE LC-MS/MS NA 11a2l <LD NA NA

2004)
(Kuch e Alemanha Rio SPE CG-MS 6,7a134 | 0,15a3,6 | 0,10a5,1 | 0,5a14 NA
Ballschmiter, 2001)
(Kuch e Alemanha Esgoto SPE CG-MS 25a770 | 0,15a5,2 | 0,1a8,9 4,8 a47 NA
Ballschmiter, 2001) bruto
(Kuch e Agua SPE CG-MS 2,50al16 | 0,20a 2,1 0,15a |0,50a2,0 NA
Ballschmiter, 2001) Alemanha Potavel 0,50
(Lagana et al., Italia Rio SPE LC-MS/MS (1,3a 2-6 1,0 15a29 NA
2004) 1,5)x 10°

NA: ndo analisado <LD: menor que o limite de deteccdo NP: nonilfenol

E2:estradiol

EE2:etinilestradiol BPA:bisfenol DEP: dietilftalato
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Tabela 3.6: Trabalhos publicados sobre o monitoramento de perturbadores endocrinos em algumas matrizes ambientais (continuagao)

Referéncias Localizacdo Fonte de Tipo de Tipo de NP E2 EE2 BPA DEP
origem extracio deteccio (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)
(Lei et al., 2009) China Rio SPE CG/MS NA 0,93 a 1,64 a NA NA
32,4 35,6
(Li et al., 2008) China Rio SPE HPLC-UV NA NA NA NA (1,15a
2,10)
x10°
(Liang et al., 2008) China Agua DLLME | HPLC-VWD NA NA NA NA 3,2x10°
mineral
(Liang et al., 2008) China Agua de DLLME | HPLC-VWD NA NA NA NA 19,1x10°
lago
(Liu et al., 2004) Reino Unido Rio SPE CG-MS 4,0 14a17 <LD 9a24 NA
(Moreira, 2008) Brasil Rio SPE LC-MS 44 a 1,5a236,8 | 3,0a54,0 NA NA
1918,2
(Nie et al., 2009) China Esgoto SPE CG-MS 199,8 a <LD 6,3a6,7 134,0 a NA
bruto 229,6 135,3
(Nie et al., 2009) China Lodo Ultrasson CG-MS 2308.7 a <LD <LD 101.3 a NA
e SPE 2323.6 127.3
(Peng et al., 2008) China Rio SPE CG-MS 30,55 a la 2 <LD 6 a 881 NA
6526
(Ribeiro et al., 2009) Portugal Rio SPE HPLC- <LD <LD <LD 183,0 a NA
DAD e GC- 880,0
MS
(Rudel et al., 1998) EUA Esgoto CLLE CG-MS 2,5a NA NA 0,94 a NA
tratado 3,3)x10* 1,5)x10

NA: ndo analisado <LD: menor que o limite de detec¢do NP: nonilfenol

E2:estradiol

EE2:etinilestradiol BPA:bisfenol DEP: dietilftalato
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Tabela 3.6: Trabalhos publicados sobre o monitoramento de perturbadores endocrinos em algumas matrizes ambientais (continuagao)

Referéncias Localizacdo Fonte de | Tipo de Tipo de NP E2 EE2 BPA DEP
origem extracio deteccio (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)
(Rudel et al., 1998) EUA Esgoto CLLE CG-MS ND NA NA 20a NA
tratado 5,5)x10"
(Sanchez-Avila et Espanha Esgoto SPE CG-MS (5,09 a NA NA (0,78 a (2,22 a
al., 2009) doméstico 193)x10° 11,1)x10° | 19,2)x10*
/industrial
(Snyder et al., 1999) Estados Lago SPE LC- 160 a 0,18 a 0,25 a NA NA
Unidos Fluorescéncia 1140 2,67 0,52
e RIA
(Sole et al., 2000) Espanha Rio SPE LC-DAD-MS (0,2a NA NA NA NA
6,4)x10*
(Sun et al., 2009) China Rio SPE LC-MS/MS NA NA 50a NA NA
127,9
(Ternes et al., 1999) Brasil ETE SPE CG-MS NA 21 <LD NA NA
(Yang et al., 2006) China Rio SPME CG-MS (4,7a 1,0 a NA NA NA
5,0)x10° | 1,1)x10?
(Ying et al., 2009) Australia Rio SPE CG-MS e 2872058 | 0.39a 0,04 a 15a59 NA
ELISA 3,77 0,52
(Zafra-Gomez et al., Espanha Esgoto SPE LC-MS (1,2a NA NA <LD (1,5a
2008) bruto 1,5)x10? 9,8)x10?

NA: ndo analisado <LD: menor que o limite de deteccdo NP: nonilfenol E2:estradiol EE2:etinilestradiol BPA:bisfenol DEP: dietilftalato
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3.10- Remocao de Perturbadores Endodcrinos

Os tratamentos convencionais de coagulacdo, sedimenta¢do e filtragdo ndo sdo
muito eficazes na remocao de perturbadores endocrinos em aguas e esgotos (USEPA,
2001). Um estudo realizado por Choi ef al. (2006) mostrou que a remocao de PE em aguas
contaminadas apresenta uma eficiéncia de 0 a 7%, com exce¢do do DEP onde a remogao ¢
de 46%. Assim novas alternativas para tratamento destes compostos foram pesquisadas

Inumeras sdo as alternativas buscadas para o tratamento eficiente de PE, entretanto,
algumas possuem consideravel destaque. O uso de carvao granular ativado foi testado em
diversos estudos alcangando elevadas taxas de eficiéncia. O uso de ozonizacdo ¢ POAs ¢
também foi avaliado em diversos estudos. Essas tecnologias e outros diversos tratamentos

utilizados na remocao de perturbadores endocrinos sdo apresentados na Tabela 3.7.

Tabela 3. 7: Tratamentos utilizados na remog¢ao de perturbadores enddcrinos

Referéncia Compostos Tratamento Remocio
(Alum et al., E2, EE2, BPA Cloragao e ozonizacao 75% a >99%
2004) (1.5 mg/L de O3 ¢ 0,25-2,0 mg

CL/L)
(Bila et al, E2 Ozonizagao 80% € 99,6%
2005) (1,0 mg/L e 10 mg/LL
de 03)

(Bodzek et al., DEP ¢ BEHP Osmose reversa, nanofiltracao, 97,6 2 99,9%
2004) ultrafiltracdo
Choi et al. NP Ozonizagao 100%
(2006) 4mg/L de O;

Tempo de contato: 7 min
(Cuiet al., BPA Degradacao eletroquimica 90%
2009) (Ti/Sb-Sn0,: 10mA/cm?)
Gallenkemper NP e BPA Nanofiltragao 70 a 100%
et al. 2003
(Gomez e BPA UV/TiO, 83,2
Sarria, 2009) (100 mg/L de Ti0O,)

Tempo de contato: 240 min

(Jiang et al., E2 Oxidagdao com MnO, >90%
2009) Tempo de contato: 8 hs
(Rudder et al., EE2 Filtro biolégico com MnO, 81,7%
2004) (Vazao: 1,2 L/h)
(Yoon et al., BPA, E2 ¢ EE2 CAP 31 299%
2003) Tempo de contato: 1 e 4h
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Muitos estudos estdo sendo realizados para que se tenha um tratamento eficiente

destes microcontaminantes em aguas e efluentes, contudo, a relacdo custo/beneficio destes

tratamentos os tornam pouco vidveis para implementacdo em tratamentos de efluentes de

grandes vazdes. Para efluentes, uma alternativa a estes tratamentos ¢ a utilizagdo de

tratamentos bioldgicos com bactérias, fungos e/ou enzimas selecionados acoplados ou nao

com os tratamentos citados na Tabela 3.7. A Tabela 3.8 apresenta alguns estudos

realizados utilizando fungos ou bactérias selecionados para remocao de perturbadores

endocrinos.

Tabela 3. 8: Tratamentos biologicos utilizados na remocao de perturbadores endocrinos

2006)

versicolor e lignina peroxidase
produzida por Bjerkandera sp

Tempo de contato: 5 dias

Referéncia Compostos Tratamento Remocio
(Auriol et al., E2 e EE2 Enzima lacase (produzida por 97%
2008) Trametes versicolor)

Tempo de contato: 1h
(Cabana et al., NP ¢ BPA Enzima lacase produzida por >95%
2007) Coriolopsis polyzona
Tempo de contato: 4h
(Kang et al., BPA Cultura de Streptomyces sp >90%
2004) Tempo de contato: 10dias
(Sakurai et al., BPA Enzima peroxidase produzida >99%
2001) por Coprinus cinereus
Tempo de contato: 40min
(Soares et al., NP Lacase produzida por Trametes 95%

Outros tratamentos bioldgicos de degradagdao aerdbica e anaerobica otimizados

garantem uma boa eficiéncia de remogao de tais compostos (Fernandez et al., 2009, Lee et

al., 2005, Gonzalez et al., 2004, Johnson et al., 2000).
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1- Padroes e Solventes

As solugdes de padrdes utilizadas neste estudo foram preparadas em metanol a

partir dos padrdes apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4. 1: Caracteristicas dos padrdes utilizados

Composto Féormula Massa CAS' | Marca | Pureza Nome
Molecular Molar IUPAC?
(g/mol)
Estrogénio Natural
17pB-estradiol CisH,40, 272,1776 50-28-2 Sigma- | 97% estra-1,3,5(10)-
Aldrich trieno-3,17p-
diol
Estrogénio Sintético
170- C,0H,40, 296,1776 57-63-6 Sigma- | 98% 19-norpregna-
etinilestradiol Aldrich 1,3,5(10)-trien-
20-ino-3-17
Xenoestrogénio
Nonilfenol C,sH,,0 220,1827 84852- Pestanal | 94% n-nonilfenol
mistura 15-13
Bisfenol A C,5H60, 228,1151 80-05-7 Sigma- | 98% 4,4'-dihidroxi-
Aldrich 2,2-
difenilpropano
Dietilfatalato | Cy, Hys O4 | 222,0893 | 84-66-2 | Sigma- | 97% dietil benzeno-
Aldrich 1,2-
dicarboxilato

CAS: Chemical Abstract Service, “TUPAC: International Union of Pure and Applied
Chemistry

Todos os solventes utilizados foram de grau HPLC adquiridos da J. T. Baker. A
agua ultra-pura utilizada foi obtida em um sistema de purificagdo de troca idnica (TKA

Wasseraufbereitungssysteme, Alemanha).

4.2- Limpeza de vidraria

A técnica utilizada ¢ extremamente sensivel e a presenga de contaminantes pode
interferir no resultado final das andlises. Por isso uma adequada limpeza das vidrarias ¢

essencial para um resultado confiavel.
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Todas as vidrarias utilizadas foram inicialmente lavadas com Extram® (2,5%), um
detergente especial para retirada de compostos organicos com baixa concentragdo de lauril
alquil sulfonados (LAS). As vidrarias foram enxaguadas com d4gua deionizada e
posteriormente foram colocadas em um recipiente contendo acido nitrico (2,5%) o qual foi
levado em banho ultrassonico durante uma hora. Em seguida foi realizado um enxagiie

com agua ultra-pura até a completa remog¢ao do acido nitrico.

4.3- Amostragem

A amostragem foi realizada em pontos estratégicos, nos mesmos pontos de coleta
utilizados pelo IGAM (Instituto Mineiro de Gestio das Aguas) no monitoramento do
Programa 4guas de Minas Gerais, onde foram consideradas as condi¢des naturais das aguas
e as principais interferéncias antrdpicas, tais como ocupacao urbana e atividades industriais
(PNMALII, 2004). A Tabela 4.2 apresenta os pontos de coleta de amostras no rio e suas

respectivas nomenclaturas.

Tabela 4. 2: Pontos de amostragem no Rio das Velhas

Estacao Localizagao Descricao Observacio
Ouro Preto Rio das Velhas a
AVO005 (43W 34' 32", 208 18' 50") montante de Sao -
Bartolomeu
Ouro Preto Rio das Velhas a
AVO010 | (43W 36'54",20S 18'16") | jusante do ribeirdo do -
Funil
AV040 Itabirito ﬁgiﬁ;xigfi: Recebe contribuigdes
(43W 44" 48", 20S 12' 27") .. provindas de Ouro Preto
Itabirito
Rio Acima . o
"~ C1en Rio das Velhas a Recebe contribui¢des
AVI30 ) (43W 4733, 208 08" 16%) jusante do rio Itabirito | provindas de Itabirito
AV210 Rio Acima Rio das Velhas a Recebe contribui¢des
(43W 47'22",20S 05' 17") | jusante de rio Acima provindas de Itabirito
AV260 Bela Fama R];Oei a;;/nihzsl e;n Recebe contribuigdes
(43W 49'44",20S 01' 09") direi ta’ ¢ provindas de Rio Acima
Rio das Velhas a
AV330 Raposos jusante do corrego da Recebe contribuigdes
(43W 49' 03", 19S 59' 02") | Mina e ribeirdo Agua | provindas de Bela Fama
Suja
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A localizagdo destas estacdes no percurso do rio esta identificada na Figura

4.1. As campanhas foram realizadas no periodo de maio a dezembro de 2009.
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Figura 4. 1: Mapa de localizag¢ao das estagdes na bacia do alto curso do Rio das Velhas

( Fonte: PNMAII —Programa Nacional do Meio Ambiente)

As amostragens foram realizadas de forma pontual. As amostras coletadas sdo do

tipo simples, de superficie, tomadas preferencialmente na calha principal do curso de

agua, tendo em vista que a grande maioria dos pontos de coleta localizam-se em pontes.

As amostras foram coletadas usando frascos de amostragem de vidros ambar. O uso
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deste tipo de material minimiza a adsor¢do dos analitos no frasco. O armazenamento
também foi feito em frascos de vidro, com 10 ml de metanol, para se evitar a
degradacao microbioldgica dos compostos de interesse. Os frascos foram mantidos sob
refrigeragdo até a chegada ao laboratoério. O preparo da amostra foi feito em periodo

maximo de 48 horas para evitar possiveis perdas do analito de interesse.
4.4- Preparo da amostra
Apds a amostragem vdarios procedimentos sdo necessdrios para que a analise

cromatografica seja possivel. A Figura 4.2 apresenta um fluxograma com a simplificacao

do procedimento realizado. Uma descrigao detalhada ¢ apresentada posteriormente.

500mL de Filtracio » Ajuste de pH
amostra pH=3
A 4
Extracdo por SPE Eluicao com Secagem
(cartucho C18 > 10mL de acetato | ] com Nj
500mge) de etila
A4
Suspensdo com Analise
S00uL de HPLC-MS
metanol

Figura 4. 2: Fluxograma das etapas de preparo da amostra

4.4.1- Filtracao e Ajuste de pH

A amostra foi filtrada para retirada de solidos suspensos. Para tal, foram utilizados
no procedimento filtros de 24um e 8um de acetato de celulose e 1,2um de fibra de vidro.
Em seguida uma fracdo de 500mL foi transferida para um béquer onde o pH da amostra foi
ajustado para 3 com é&cido sulfurico 50%(v/v). A amostra foi homogeneizada durante

aproximadamente trés minutos.
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4.4.2- Extracao e Concentracio

O procedimento de extragdo em fase solida (SPE) foi realizado para separar os
analitos de interesse de outros componentes da amostra e concentra-los para possibilitar a
quantificagdo. Para o procedimento de extragdo em fase solida foram utilizados cartuchos

C18 (Phenomenex) com 500mg de fase sélida apresentados na Figura 4.3.

Figura 4. 3: Cartucho C18 Strata (Phenomenex) com 500mg de fase so6lida

Uma etapa de preparagao do cartucho foi necessaria para ativar os sitios ligantes.
Para tal fez-se o condicionamento do cartucho inicialmente com 5mL de acetato de etila.
Em seguida SmL de metanol foi passado e posteriormente SmL de dgua ultra-pura. Apos o
condicionamento, 500mL da amostra com o pH ajustado foi passado pelo cartucho em uma
vazao de aproximadamente SmL/min. As amostras foram extraidas utilizando-se uma
bomba de vacuo e um manifold (Figura 4.4). Em seguida foi aplicado um vacuo nos

cartuchos para completa retirada da fase aquosa.

“ NN

Figura 4. 4: Manifold utilizado para extracao em fase sélida
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4.4.3- Eluicao e Secagem

A eluicdo consiste na retirada dos analitos de interesse que ficaram retidos no
cartucho C18 através da passagem de um solvente com maior afinidade pelos analitos.
Neste estudo foi utilizado acetato de etila. A escolha do solvente foi pautada nas
propriedades fisico-quimicas que este apresenta e também na comprovada eficiéncia
apresentada em outros estudos para elui¢ao de perturbadores endécrinos (Moreira, 2008).
A cluigao foi realizada utilizando-se duas fracdes de SmL de acetato de etila. A amostra

gerada nesta etapa foi recolhida em frascos ambar. A Figura 4.5 exemplifica esta etapa.

Figura 4. 5: Elui¢do das amostras

Apos a eluicdo uma etapa de secagem foi necessaria, pois o solvente utilizado na
eluicdo ¢ incompativel com a andlise cromatografica (HPLC). A secagem foi realizada
utilizando-se um fluxo de nitrogénio gasoso. As amostras foram totalmente secas e
posteriormente ressuspendidas em 500uL de metanol. O extrato obtido foi armazenado em
freezer (-20°C) até o instante da analise cromatografica. O tempo de armazenamento foi no

maximo de uma semana.

4.5- Analise Cromatografica

A analise dos perturbadores enddcrinos neste estudo foi realizada por cromatografia

liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas. O cromatdgrafo liquido ¢
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equipado com um sistema bindrio de bombas (modelo LC-20AD Shimadzu) e um
amostrador automdtico (modelo SIL 20AC - Shimadzu). No desenvolvimento
metodoldgico foram testadas como fases mdveis agua/metanol, agua acidificada/metanol
acidificado e agua/metanol com uma concentracdo de Smmol/L de formiato de amodnia. A
fase movel definida para andlise foi 4gua/metanol em um fluxo de 0,2mL/min. A rampa
cromatografica foi feita no modo gradiente onde as razdes entre os solventes

(d4gua/metanol) foram modificadas de acordo com a Tabela 4.3.

Tabela 4. 3: Tempo de analise e porcentagem de fase movel

Tempo Fase Movel
0 — 6 min 30 a 80% de metanol
6 — 10 min 80% de metanol
10 — 20 min 80 a 100% de metanol
20 — 28 min 100% de metanol
28 — 35 min 80 a 30% de metanol

O tempo total de corrida foi de 35 minutos e o volume de amostra injetado foi de
SuL. A separagdo cromatografica foi realizada em duas colunas acopladas (C18 Shimadzu
- 100 mm x 3mm x 3,2 pm de didmetro de particula) em fase reversa. A Figura 4.6

apresenta as colunas utilizadas.

Figura 4. 6: Colunas C18 (Shimadzu) acopladas

O espectrometro de massas (Shimadzu LC-IT-TOF) utilizado neste estudo ¢
equipado com fonte de ionizagdo electrospray (modo negativo: -3,5 kV; modo positivo:
+4,5kV). O aparelho possui dois analisadores de massa em série um “ion trap (IT)”
seguido de um “TOF — time of flight”, que confere alta sensibilidade e resolugdo na

obtencdo de espectros. O CDL (Curved Dessolvation Line) foi mantido a 200°C. A
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dissociacdo por colisdo induzida, quando necessaria, foi realizada com gés argbnio. A

Figura 4.7 representa a esquematizacdo do espectrometro de massas utilizado.

mASvsy
: o | AAAAAAAAA
Y ome 11]) = ,}‘# T
Bl VE— 2 ¢ N a
/ ‘ ~ VWV

CDL /

Acumulagao Acumulagdo de ions
de ions: 100ms selecionados: 20ms

Figura 4. 7: Esquematizacdo do LCMS-IT-TOF

O equipamento ¢ composto por um cromatografo liquido acoplado a um
espectrometro de massas (Figura 4.9). Apos a separagdao cromatografica, a amostra chega a
interface - electrospray onde ocorre a nebulizacdo através da aplicagdo de gés nitrogénio
em um fluxo de 1,5L/min. Nessa etapa também ¢ aplicada uma diferenga de potencial para
geracdo de cargas nos compostos presentes na amostra. Posteriormente a amostra ¢ secada
através da aplicacdo de gas nitrogénio aquecido com uma pressao de 100KPa. Algumas
teorias para explicagdo da formacdo de ions por este tipo de ionizagdo, conhecido como
elentrospray (ESI), foram propostas, contudo, os modelos da carga residual e o modelo da

evaporacao de ions sdo os mais citados (Figura 4.8).

A gl y .
5|:.ra'!|r{gI \\@ﬂ @ H""-\-\.._\_‘ .1'
Y Ewaporagio
oS5 (o8 ™. (B — P~
@ =+ +
Repulade ]
Coulémblca
Analito E F\DTIT.'IE{:'-W

Figura 4. 8: Modelo de ionizacdo por electrospray: (A) modelo da carga residual, e (B)
modelo da evaporagdo de ions.

40



Nestes modelos, goticulas carregadas sdo formadas na nebulizacdo. Durante a
evaporagdo, ocorre uma diminui¢do do tamanho da goticula, o qual é acompanhada por um
aumento no campo elétrico da superficie. Em um certo estagio, a repulsdo coulombica
entre as cargas superficiais excede as forgas coesivas da tensdo superficial e a goticula
explode formando gotas menores ainda. A partir desta etapa os modelos se diferem. O
modelo da carga residual assume que as ultimas goticulas formadas continuam a sofrer
evaporacao até uma total dessolvatagdo e assim ocorreria a transferéncia de carga do
solvente para o analito. O segundo modelo, da evaporagao de ions, sugere que os ions sao
emitidos (evaporados) quando as goticulas estdo suficientemente pequenas e carregadas e
seria neste momento que a carga seria transferida do solvente para o analito (Niessen,
1999).

Apos a ionizagdo, os ions sdo introduzidos no espectrometro de massas por um tubo
metalico aquecido (CDL) e passam por lentes colimadoras o qual sdo enviados para o
octapolo. No octapolo, através de uma variacdo nas razdes entre radiofreqiiéncia/voltagem
e inversdo nas voltagens em dois segmentos distintos, estes ions sdao acumulados e
enviados para o primeiro analisador de massas, o ion-trap. No IT, os ions de interesse, em
um determinado intervalo de tempo, ficam orbitando devido a uma variagdo nas razoes
entre radiofreqiiéncia/voltagem. Nesse primeiro analisador de massas também podera
ocorrer a fragmentacao dos ions, o qual sdo dissociados através de uma colisao induzida
com gas argdnio. Posteriormente, os ions sdo enviados para um segundo analisador de
massas, 0 TOF. No TOF, a separacdo dos ions ¢ feita por mecanismos cinéticos onde os
ions sdo acelerados através de um campo elétrico. A separacdo ocorre pela diferenga entre
a razdo m/z de cada analito e confere alta resolucdo a técnica. A deteccao ¢ feita por um
cintilador onde os ions que chegam ao detector geram uma deformacgdo em uma superficie

o qual fotons sdo liberados gerando um sinal amplificado.
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Figura 4. 9: Cromatografo liquido acoplado ao espectrometro de massas - HPLC-MS-IT-
TOF (Shimadzu)

A andlise dos compostos foi testada de forma simultdnea (modo positivo e
negativo) e de forma separada (uma corrida para o modo positivo € uma para modo
negativo), contudo uma melhor resposta de area do pico/tempo de andlise foi obtida na
forma simultanea de anélise. O instrumento utilizado permite a segmentacao no tempo de
corrida para melhorar a resposta obtida. Assim, a andlise dos ions foi feita no modo SIM
(Selected lon Monitoring) e no modo SCAN simultaneamente, no qual a corrida foi
subdividida em 5 segmentos mostrados na Tabela 4.4. O tempo de acumulagdo para cada
ion foi de 100 milisegundos. A andlise no modo SCAN foi feita em todos os segmentos

para possivel identificagdo de outros compostos que poderiam estar presentes nas amostras.

Tabela 4. 4: Segmentos e ions monitorados

Segmento Tempo fon Monitorado | Modo de Ionizagio
1 0—11 min SCAN [M-H] e [M+H]
2 11- 12,50 min 227,1070 [M-H]

245,0790 [M+H]
SCAN [M-H] e [M+H]
3 12,50 — 13,80 min 295,1704 [M-H]
271,1704 [M-H]
SCAN [M-H] e [M+H]
4 13,80 — 23,00 min 219,1754 [M-H]
SCAN [M-H] e [M+H]
5 23,00 — 35,00 min SCAN [M-H] e [M+H]
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A escolha do modo de ionizacdo para cada ion foi baseada em suas propriedades
quimicas, sendo o dietilfatalato analisado no modo positivo de ionizacdo e os demaias
compostos no modo negativo de ionizagdo. A obtengdo dos dados foi realizada através do

software LabSolutions/LCMS Real Time Analysis (versao 3.41, Shimadzu Corporation).

4.6- Ensaio de supressao

Durante a ionizacdo, na etapa de andlise instrumental, pode ocorrer a supressdo do
sinal dos analitos de interesse devido a presenca de outros compostos na matriz. Por isso
foi necessario, apos a andlise das amostras, uma fortificacdo com uma concentracao
conhecida de padrdes dos analitos de interesse para se avaliar os efeitos da matriz nas
respostas. Neste estudo, as amostras contendo os analitos de interesse foram fortificadas
com uma mistura de padrdes, sendo cada composto presente na concentracdo final
delOug/L. A comparagao entre a amostra fortificada e a amostra nao fortificada permite
avaliar o efeito supressivo e calcular a concentragdo real dos analitos na amostra. A

porcentagem de supressdo foi calculada de acordo com a Equagdo 4.1.

Porcentagem de supressao={ 1-[ (Af—Am )/ At] } x100 (4.1)

onde
Af= Area da amostra fortificada com padrio
Am= Area da amostra sem fortificacio

At= Area tedrica do padrio utilizado na fortificagéo

4.7- Validacao da metodologia

Segundo o Eurochem Working Group (1998) a validacdo ¢ o processo de definir
uma exigéncia analitica e confirmar que o método sob investigacdo tem capacidade de
desempenho consistente com o que a aplicagdo requer. No Brasil, duas agéncias sao
responsaveis pela verificagdo e competéncia de laboratorios de ensaios, a ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e o INMETRO (Instituto Nacional de

Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial). Estes o6rgdos disponibilizam
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procedimentos de validagdo de metodologias. Neste estudo, a validagdo foi pautada na
resolucdo da ANVISA (2003) e nos documentos do INMETRO (2003) ¢ EUROCHEM
(1998). Os critérios utilizados pela ANVISA e INMETRO sao apresentados na Tabela 4.5.

Tabela 4. 5: Parametros de validagdo do INMETRO e ANVISA
INMETRO ANVISA

Especificidade/ Seletividade Especificidade/ Seletividade

Faixa de trabalho e Faixa linear de | Intervalos da curva de calibragao

trabalho

Linearidade Linearidade

Limite de Deteccdo (LD) Limite de Deteccao (LD)

Limite de Quantifica¢ao (LQ) Limite de Quantificag¢ao (LQ)

Sensibilidade (inclinagdo da curva) -

Exatidao e tendéncia (bias) Exatidao

Precisdo Precisao
Repetitividade Repetitividade (intra-corrida)
Precisao Intermedidria Precisao Intermediaria (inter-corrida)
Reprodutibilidade Reprodutibilidade (inter-laboratorial)

Robustez Robustez

Incerteza de medigao -

Fonte: Ribani, 2004

Os procedimentos analisados neste estudo sdao descritos de forma detalhadas a

seguir.
4.7.1- Seletividade

Um importante critério de qualidade de um método analitico ¢ sua capacidade de
fornecer sinais livres de interferentes e com resultados reais. A capacidade de discriminar

entre um analito e os componentes interferentes de uma amostra ¢ expressa como a

seletividade de um método ou sistema de medigao (Vessman, 2001)

44



A andlise de perturbadores endocrinos neste estudo foi realizada monitorando-se
ions selecionados (SIM- Selected lon Monitoring) em alta resolugcdo (< 10.000). A
seletividade ¢ obtida pelos tempos de retencdo na cromatografia liquida e pelos
cromatogramas de ions das espécies protonadas e deprotonadas em alta resolugdo. Assim
tem-se uma metodologia altamente seletiva, visto que apenas os ions de interesse numa

faixa muito restrita (= 10 ppm) sdo monitorados e detectados pelo analisador de massas.

4.7.2- Linearidade

A linearidade de um método analitico ¢ a capacidade de obter resultados
diretamente proporcionais as concentragdes dos analitos nas amostras (ICH, 2005). Para
quantificagdo de um determinado analito € necessario que se conheca a dependéncia entre
a resposta medida e a concentragdo do analito. Esta dependéncia ¢ formulada como uma
expressdo matematica usada para o calculo da concentracdo do analito a ser determinado
na amostra real (INMETRO, 2003).

Neste trabalho a linearidade foi definida por padronizacdo externa, onde foi
realizada uma avalia¢do no intervalo de concentracao (10 a 200ug/L para NP e DEP e 5 a
200pg/L para E2, EE2 e BPA) em que a curva analitica foi obtida. Um coeficiente de
regressao linear maior ou igual a 0,90 ¢ aceitavel pelos 6rgdos normalizadores. Foram
realizadas inje¢des em sete replicatas dos padrdes de 5, 10, 20, 50, 90, 130 e 200ug/L de
E2, EE2 e BPA ¢ 10, 20, 50, 90, 130 e 200ng/L de NP e DEP utilizados para obter a curva

analitica.

4.7.3- Detectabilidade

Limite de Deteccio

Segundo a ANVISA (2003) o limite de detec¢do (LD) ¢ a menor quantidade do

analito presente em uma amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente
quantificado, sob as condigdes experimentais estabelecidas. O LD pode ser calculado de
trés maneiras diferentes: método visual, método relagao sinal-ruido e o método baseado em
parametros da curva analitica (Ribani et a/, 2004). Neste estudo para determinagdo do LD
foi utilizado o método de relagdo sinal/ruido. Para tal, foi feita a andlise dos padrdes em
baixas concentragdes. Foram considerados como limite de detec¢do as concentracdes de

padrdo cuja relagao sinal/ruido fosse maior que 3.
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Limite de Quantificacio

O limite de quantificacao (LQ) ¢ definido como a menor quantidade do analito em
uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitdveis sob as
condi¢cdes experimentais estabelecidas (ANVISA, 2003). O LQ também pode ser
estabelecido por diferentes métodos, contudo, em andlises instrumentais o método da
relagdo sinal/ruido ¢ comumente utilizado. O procedimento experimental adotado para
determinagdo do LQ foi idéntico ao citado anteriormente para o LD, entretanto, foram
considerados como limite de quantificagdo as concentracdes de padrio cuja relagdo

sinal/ruido fosse maior que 10.

4.7.4- Precisao

O teste de precisdo ¢ utilizado para avaliar, de uma forma geral, a dispersdo de
resultados entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrdes, em condigdes definidas. Normalmente esta medida ¢ expressa
pelo desvio-padrao (INMETRO, 2003).

No estudo realizado a precisdo foi estabelecida avaliando-se a repetibilidade na
analise de padrOes analiticos através do céalculo do desvio-padrio relativo. Foram
realizadas sete replicatas de uma solugao padrao de 50ug/L de cada composto estudado. Os
valores de precisdo foram calculados de acordo com a Equacdo 4.2. Segundo o INMETRO

(2003) valores com até 20% de desvio relativo sdo aceitaveis.
Or= G/CmédiaXl()O (42)
onde:

o;_ desvio-padrao relativo

6 — desvio-padrao

Cmedia— concentracao média
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4.7.5- Exatidao

A exatidao expressa a concordancia entre o valor encontrado e o valor aceito como
verdadeiro ou aceito como referéncia (Langas, 2004). Segundo Ribani et al (2004) os
processos mais utilizados para avaliar a exatidao sdo materiais de referéncia, comparacao
de métodos, ensaios de recuperagdo e adicdao de padrao.

Neste estudo a exatidao foi avaliada através de um ensaio de recuperacao. Para tal,
foram utilizadas amostras reais, de 500mL cada, fortificadas em trés concentragdes
diferentes (5, 90 e 200ng/L para E2, EE2 e BPA ¢ 10, 90 e 200ng/L para NP e DEP). As
amostras fortificadas foram posteriormente extraidas de acordo com o procedimento citado
no item 4.4. Os testes e as andlises foram feitos em triplicata. A recuperacao foi calculada

de acordo com a Equagao 4.3.

Porcentagem de recuperacao = [(C1- C2) / C3] x 100 4.3)

onde:
C1 = concentragdo determinada na amostra fortificada;
C2 = concentragdo determinada na amostra nao fortificada;

C3 = concentra¢ao adicionada.
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5- OTIMIZACAO DA METODOLOGIA

Para o desenvolvimento da metodologia, diversos parametros foram avaliados a fim

de se obter uma metodologia otimizada. Os resultados obtidos sdo apresentados a seguir.
5.1- Solventes

A escolha do solvente a ser utilizado como fase mével na analise cromatografica
depende de alguns fatores. A afinidade que este apresenta com os analitos de interesse € a
compatibilidade da coluna com o solvente escolhido sdo determinantes para uma boa
resposta cromatografica. Outro fator que deve ser considerado ¢ o comportamento do
solvente frente aos modos de ionizacao para ESI. Solventes acidificados, por exemplo,
melhoram, de forma geral as respostas de analitos que se ionizam com maior facilidade no
modo positivo. Para o desenvolvimento do método analitico instrumental inicialmente
foram testadas metanol e 4agua como fase moével devido a boa resposta que estes
apresentaram na analise de alguns destes compostos (Moreira, 2008). Em seguida metanol
e agua acidificados (pH da fase proximo a 2,0) e metanol e 4gua, ambos com formiato de
amonio (pH da fase proximo a 4,5) foram testados para realizar uma comparacao entre as
fases, visto que fases com pH &cidos apresentam boas respostas no modo positivo de
ionizacdo. A Tabela 5.1 apresenta as fases analisadas e as respectivas respostas frente a

cada analito estudado. Todas as analises foram feitas em triplicata.

Tabela 5. 1: Resposta (em area) obtida para os PE estudados para as fases mdveis testadas

Fase Metanol Metanol com
Mévell  Metanol e Agua acidificado/Agua | formiato/Agua com
Comnosto acidificada' formiato®
DEP 7.686.008 + 10.748.299+ 2.545.744+
502.376 490.541 565.349
12.723.421 +
BPA 564.722 NQ NQ
21.189.617+
EE2 490.385 NQ NQ
B2 19.360.778=+
546.453 NQ NQ
NP 56.579.556+
2.570.147 NQ NQ

(1) a fase foi acificada com 0,1% de acido formico
(2) foi utilizado formiato de aménia em uma concentragdo de Smmol/L
NQ: nao foi possivel a quantificagdo do pico obtido
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A melhor resposta para o dietilftalato foi obtida quando metanol e 4gua acidificados
foram utilizados como fase modvel, contudo, a resposta para os demais compostos
inviabiliza a quantificagdo destes devido a baixa abundancia de sinal das outras substancias.
Este resultado era esperado para o dietilfatalato, pois este ¢ analisado no modo positivo de
ionizagdo e um pH 4acido facilita sua protonacdo. Para os demais compostos, analisados no
modo negativo de ionizagdo, a acidificagdo das fases dificultou a desprotanacdo das
moléculas estudadas. Desta forma, a fase movel constituida por metanol e agua foi

escolhida para analise dos compostos.

5.2- Colunas

A complexidade da matriz interfere diretamente na analise quimica dos compostos
de interesse. Inicialmente foi testada durante o projeto a utilizagdo de uma tUnica coluna
para separacdo dos compostos, contudo, a presenca de outros compostos como LAS que
possuiam o mesmo tempo de retencdo dos analitos interferiram na quantificacdo dos
compostos devido a supressdo ocorrida na ionizacdo. Uma modificacdo na porcentagem
das fases da rampa cromatografica foi feita na tentativa de modificar o tempo de retengao
dos interferentes, contudo, a alteracdo realizada nao foi suficiente para melhorar a
separacao entre os analitos e os interferentes. Uma alternativa testada foi a utilizacdo de
duas colunas. O uso de duas colunas aumenta o nimero de pratos teoricos e,
consequentemente, uma melhora na separagdo dos compostos foi observada. Assim alguns
dos interferentes presentes na matriz tiveram seus tempos de retencao alterados e o efeito

supressivo da matriz foi minimizado.

5.3- Modos de Ionizacao

A espectrometria de massas ¢ uma técnica baseada na analise de compostos em sua
forma id6nica, sendo assim, a producdo de ions € necessdria para que seja possivel a
identificacdo dos compostos de interesse. O tipo de ionizagdo realizado para cada
composto foi baseado em suas propriedades quimicas. Compostos como nonilfenol,
estradiol, etinilestradiol e bisfenol possuem facilidade de perderem um hidrogénio devido
ao carater acido que este possui, portanto, uma melhor resposta foi obtida quando estes sao

ionizados negativamente. Entretanto, compostos como dietilftalato ndo possuem
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hidrogénio 4cido e por isso foram ionizados para sua forma cationica. O dietilftalato, assim
como outros compostos desta classe, forma um aduto com s6dio e uma melhor resposta ¢

obtida na analise do ion [M + Na]". A Figura 5.1 apresenta os ions analisados.

OH OH ONa*
P
—
o/\
O
\/
Ne) -0 o

m/z=271,1704 m/z=295,1704 m/z=245, 0790
0. I l OH
m/z=227,1070 m/z=219,1754

Figura S. 1: Estruturas quimicas dos compostos analisados na forma i6nica.

O equipamento utilizado permite uma programacao de analise de forma simultanea,
ou seja, a diferenca de potencial aplicada ¢ constantemente alterada possibilitando uma
ionizagdo positiva € uma ionizacdo negativa em tempos de até 100 milisegundos. Com este
tipo de analise uma pequena perda na resposta dos analitos ¢ observada, contudo, esta
perda ¢ relativamente insignificante, visto que a quantificacao nos dois modos de ionizagao

de forma separada exige o dobro do tempo de analise.

5.4- Analise de nonilfenol

A analise do nonilfenol foi limitada pela quantidade de isdmeros que este composto
possui. Uma total separacdo destes compostos ¢ invidvel, visto que o nonilfenol apresenta
550 isomeros os quais muitos sdo isomeros de posicdo (Guenther et al, 2006). Assim a
quantificagdo do nonilfenol foi feita para um determinado intervalo de tempo do
cromatograma. O intervalo escolhido para quantificacdo foi 0 mesmo intervalo apresentado
para o pico do padrdo utilizado que também ¢ uma mistura de alguns isdmeros de
nonilfenol. Assim a quantidade de nonilfenol encontrada ¢ uma estimativa da quantidade

real deste composto em cada amostra.
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5.5- Efeito supressivo

Em matrizes complexas, como agua de rio, a analise de compostos de interesse
pode sofrer interferéncia de outras substancias. Essa interferéncia acontece basicamente no
momento da ionizagdo o qual ocorre uma competi¢ao no processo de ionizagao, fazendo
com que o sinal do analito em questdo seja intensificado ou suprimido. Este tipo de efeito
foi observado na analise de farmacos e alguns perturbadores endocrinos em um estudo
realizado por Kasprzyk-Hordern et al (2007) em éguas superficiais do rio Taff no Reino
Unido.

Na tentativa de minimizar este efeito uma adi¢do de uma quantidade conhecida de
padrao do analito foi feita em cada amostra onde foi observada a presenca dos compostos
em estudo. A quantidade adicionada de padrdo foi de 20puL para uma concentracao final de
10pg/L de cada composto para evitar grandes alteragdes na matriz. Assim a porcentagem
de supressao foi calculada de acordo com a Equagdo 4.1 e corrigida para cada composto. A
intensidade do efeito matriz ocorrido na analise sofre certa variagdo, visto que os
constituintes da matriz sdo diferentes nas amostras.

O efeito supressivo ndo ¢ muito bem explicado pela teoria da carga residual, visto
que por este modelo a ionizacdo dos analitos se daria de forma homogénea e portanto, a
resposta no detector seria a mesma. A teoria da evaporagao de ions ¢ mais plausivel na
explicagdo deste efeito, pois os compostos contidos na superficie poderiam ter maior
facilidade no momento da formacao do ion e assim moléculas do interior da gota poderiam
nao sofrer ionizacdo. A exemplificacdo deste modelo pode ser aplicada ao nonilfenol, que
possui varios isomeros, o que dificulta o calculo da supressdo. Essa dificuldade ocorre
porque o padrdo adicionado utilizado, uma mistura técnica, possui somente alguns dos
possiveis isdmeros e estes ndo necessariamente sdo 0s mesmos isOmeros presentes na
amostra. O tipo de estrutura apresentado para cada isdmero pode influenciar no momento
da ionizagdo, pois a disponibilidade para ionizacdo na goticula formada na pulverizacao
pode ser alterada pela lipofilicidade do composto. Esta lipofilicidade também explica o
motivo de compostos tensoativos como LAS apresentarem uma maior facilidade no
momento da ionizacao frente a outros compostos com mesmo tempo de retencao na rampa
cromatografica. A Tabela 5.2 apresenta as porcentagens de supressao obtida para a analise
de nonilfenol em algumas amostras estudadas. O calculo da porcentagem foi feito de

acordo com a Equacao 4.1
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Tabela 5. 2: Porcentagem de supressao obtida para o nonilfenol em algumas amostras

estudadas
Identificacao Area da Area da amostra Area do Porcentagem
da amostra amostra apos adicio de padrao de supressiao
padrio obtida
aVOL.lO 86.094.224 114.792.298 37.547.740 36,5
maio
av210 86.684.138 |  112.087.137 45.330.401 323
junho
avi05 194576381 |  218.557.304 >1.615.656 15
outubro
av330 135.191.494 |  179.174.138 30.134.199 ~ 45,9
novembro

(I) O sinal negativo foi usado para indicar que houve uma intensificagdo do sinal

O célculo de supressdo realizado para o nonilfenol mostrou que em algumas
amostras foi observado uma intensificacdo do sinal e em outras amostras foi observada
uma diminui¢do do sinal. A explicacdo para este tipo de fendmeno ainda nao ¢é totalmente
elucidado, contudo, as respostas obtidas mostraram que a porcentagem supressdo ¢
influenciada pela dilui¢do da amostra.

Outra possibilidade de correcao do efeito supressivo ocasionado pela complexidade
da amostra ¢ a adicdo de compostos deuterados dos analitos estudados, contudo, neste

trabalho esta opg¢ao de analise ndo foi estudada.

5.6- Validacao

Para permitir a confiabilidade da metodologia desenvolvida foi realizada uma
validacdo de acordo com os parametros exigidos pelo INMETRO, ANVISA e
EUROCHEM.

5.6.1- Seletividade

A técnica utilizada para quantificagdo de perturbadores endocrinos utilizado neste
trabalho ¢ altamente seletiva, pois os compostos sdo analisados no modo SIM, onde a
massa ¢ previamente especificada. Para exemplificar a seletividade do método os
cromatogramas e espectros de massas MS’ obtidos de algumas amostras sdo apresentados

nas Figuras 5.2, 5.3 ¢ 5.4.
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Figura 5. 2: (a) Cromatograma da amostra av130nov para o bisfenol A e dietilfatalato; (b)

Espectro de massas MS’ para o bisfenol A presente na amostra av130nov; (c) Espectro de

massas MS’ para o dietilftalato presente na amostra av130nov
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Figura S. 3: (a) Cromatograma da amostra avO005maio para o estradiol e etinilestradiol; (b)
Espectro de massas MS’ para o etinilestradiol presente na amostra av005maio; (c) Espectro

de massas MS’ para o estradiol presente na amostra av005maio

(x10,000,000)
3:219.1784 (11.78)

5.0+

2.57

um\4f,fff~Af4ffﬁ44f4ff<\rf‘fffAAf—f/\Awf~ff<44ffgf<AJ‘ K”f\~”ﬁ~ff\

Inten(x1,000,000)
20-

(b)

219.1784

1.0

0.0—
100

" T T — T
200 300 400 500 m/z

Figura 5. 4: (a) Cromatograma da amostra av005maio para o nonilfenol ; (b) Espectro de

massas MS’ para o nonilfenol presente na amostra av005set
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Nos cromatogramas apresentados ¢ possivel observar a distingdo entre os picos de
bisfenol A ¢ dietilftalato. O estradiol e etilestradiol sofrem coelui¢ao, contudo, a distingao
entre as massas permite a quantificagao destes compostos. O nonilfenol possui um perfil de
pico diferente dos outros compostos devido a presenca de varios isomeros que dificultam

sua quantificacao.

5.6.2- Linearidade

No estudo da linearidade da metodologia empregada para os perturbadores
endocrinos foram empregados para constru¢do da curva de calibragdo 6 pontos para o
dietilftalato e nonilfenol e 7 pontos para o estradiol, etinilestradiol e bisfenol. A média

obtida para cada composto e o respectivo desvio-padrao ¢ apresentado na Tabela 5.3.

Tabela 5. 3: Média e desvio padrdo dos compostos para cada concentragdo usada na

construcao da curva de calibragao

Conc. Estradiol Etinilestradiol Bisfenol
Tedrica | Conc. Desvio Conc. Desvio Conc. Desvio
(ug/L) | Obtida” | Padrao | Obtida'" | Padrao | Obtida" | Padrio
5,0 5,9 0,4 5,4 0,3 7,2 0,4
10,0 10,7 0,4 10,7 1,1 8,9 1,9
20,0 221 2,2 22,7 1,3 22,6 3,6
50,0 494 1,4 50,5 2,5 55,1 7,2
90,0 94,0 1,2 96,6 4.4 100,0 6,0
130,0 131,8 3,3 132,1 2,6 122,9 3,8
200,0 199,1 1,6 205,6 8,0 216,3 13,9
Nonilfenol Dietilftalato
Conc. Desvio Conc. Desvio
Obtida'" Padrao Obtida'" Padrao
10,0 10,6 0,8 8,2 2,6
20,0 18,1 1,7 15,9 41
50,0 43,1 6,4 50,3 3,2
90,0 89,6 5,2 86,9 5,0
130,0 126,1 3,5 124 .1 1,5
200,0 190,3 13,2 208,3 11,4

Os valores obtidos mostram uma pequena variacdo da concentracdo na andlise de
sete replicatas de padrdes dos compostos estudados. O desvio-padrdo em todas as

concentragoes esta abaixo de 20%, sendo portanto, aceitavel.

55



As curvas analiticas foram obtidas relacionando as concentragcdes dos compostos
estudados com as areas dos picos obtidos através de uma equagdo quadratica. A Figura 5.5

exemplifica as curvas analiticas obtidas.

Bisfenol A Dietilftalato
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Figura 5. 5: Curvas analiticas dos compostos estudados
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Um tratamento estatistico foi feito através do software Excel (Microsoft) para
obtencdo do coeficiente de linearidade. Os parametros das equacdes quadraticas e os

respectivos coeficientes de linearidade sdo apresentados na Tabela 5.4.

Tabela 5. 4: Parametros das equacdes das curvas analiticas dos compostos estudados e
seus respectivos coeficientes de linearidade

Parametros BPA DEP EE2 E2 NP
da equacio
a -403,0151 -527,1935 -78,06952 -241,6172 -928.4474
b 401.398,1 406.256,4 237.395,10 | 336.478,7 792.808.5
c 1.933.453 716.600,10 | -694.667,7 -1.223.636 22.741.417,0
r 0,9994 0,9947 0,9978 0,9989 0,9995

O 1’ obtido demonstra a variacdo dos dados obtidos, ou seja, quanto mais proxima
de 1 menor a variacdo obtida. Assim pode-se afirmar que os dados obtidos apresentaram
pouca variagdo. Segundo o INMETRO, valores maiores que 0,90 s3o aceitaveis, portanto,

pode-se dizer que os valores obtidos atendem aos critérios exigidos.

5.6.3- Detectabilidade
Os limites de detec¢do e quantificacdo da metodologia foram analisados através das
razoes entre sinal/ruido e sdo apresentados na Tabela 5.5. Os dados foram obtidos através

da andlise de padrdes com baixas concentragdes conhecidas.

Tabela 5. 5: Limite de detec¢do e quantificagdo do método desenvolvido para os

compostos estudados

Composto Limite de Limite de
Deteccio (ng/L) 1 Quantificacao (ng/L) O
Bisfenol 0,7 2,5
Dictilftalato 1,3 43
Estradiol 1,1 3,6
Etinilestradiol 1,4 4,7
Nonilfenol 1,2 39

(1) Considerando a recuperagdo e supressdo para cada composto e um fator de diluicdo de

1000vezes
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Os limites de deteccdo e quantificagdo obtidos mostraram-se superiores a outros
estudos desenvolvidos. Em um estudo realizado por de Alda e Barcel6 (2000) em aguas de
rios, utilizando cromatografia liquida acoplada com arranjo de diodos e acetonitrila e d4gua
como fases moveis, o limite de detec¢do obtido foi de 50ng/L para estradiol e

etinilestradiol.

5.6.4- Precisao

A precisdo pode ser obtida em condi¢des de reprodutibilidade ou em condicdes de
repetibilidade. Neste estudo, foram utilizados testes de repetibilidade para verificar a
precisdo do método. As amostras foram injetadas por um mesmo operador, em uma mesma
maquina em um curto intervalo de tempo. A precisdo dos compostos foi avaliada pelo
software Excel 2003 (Microsoft) e calculada a partir da Equagao 4.2. A Tabela 5.6 mostra
os valores obtidos para o desvio-padrao relativo referentes as injegdes de sete replicadas de

um padrao de 50pug/L.

Tabela 5. 6: Desvio padrio relativo do padrdo de 50pug/L

Composto Concentracio Desvio Desvio-Padrao
Média Padrao relativo
Bisfenol A 52,22 1,87 3,59
Dietilftalato 50,30 3,13 6,36
Etinilestradiol 50,17 2,40 6,22
Estradiol 49,16 1,40 4,78
Nonilfenol 47,06 6,25 2,85

Segundo o INMETRO valores abaixo de 20% de desvio-padrdo relativo sdo
aceitaveis. Assim, de acordo com os valores determinados, o método utilizado € preciso,

pois todos os compostos estudados apresentam desvio-padrao relativo menor que 7%.

5.6.5- Exatidao

A exatiddo da metodologia foi avaliada através de um teste de recuperacao feito em
triplicata nas concentragdes de 5, 90 e 200ng/L para o bisfenol, estradiol e etinilestradiol,
10, 90 e 200ng/L para o dietilftalato e 90 e 200ng/L para o nonilfenol. O célculo da

porcentagem de recuperagao para o nonilfenol em uma baixa concentragao nao foi possivel,
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pois este estava presente em elevadas concentracdes na amostra utilizada. Os resultados

obtidos sdo apresentados na Tabela 5.7.

Tabela 5. 7: Indices de recuperagio obtidos

Composto Concentracio | Concentracdo | Porcentagem | Recuperacio
esperada observada de média
(ng/L) (ng/L) recuperacio (%)
(%0)
5 4,80 96
Bisfenol A 90 77,89 86,5 92,2
200 188,60 94
10 8,61 86,1
Dietilftalato 90 96,87 107,6 93,0
200 170,66 85,3
5 5,27 105,3
Etinilestradiol 90 69,52 76,6 92,1
200 189,29 94,5
5 5,07 101,5
Estradiol
90 74,72 83,02 94,7
200 199,16 99,5
90 64,30 71,4
Nonilfenol 91,7
200 224,03 112

Os resultados obtidos mostram que a recuperacao destes compostos, quando

cartuchos C18 sdo utilizados ¢ eficiente. Portanto, a metodologia utilizada através das

correcdes pelos indices de recuperagdo pode ser considerada exata.
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6- MONITORAMENTO

Apo6s o desenvolvimento da metodologia os compostos foram monitorados durante
oito meses em diferentes pontos no percurso do Rio das Velhas. O monitoramento
realizado abrangeu periodos de chuva e estiagem para possibilitar uma comparagao entre
os dados obtidos e as concentragdes encontradas de cada composto. A Figura 6.1 apresenta
a distribuicdo da precipitagdo ocorrida na regido metropolitana de Belo Horizonte. Os
outros municipios estudados ndo possuem estacdes de monitoramento e por isso, somente

os dados da regido metropolitana de Belo Horizonte sdo apresentados neste estudo.

Chuva Acumulada Mensal X N® de Dias com Chuva
BELO HORIZONTE (MG} - Para o Ano 2009
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Figura 6. 1: Precipitagdo ocorrida na regido metropolitana de Belo Horizonte no ano de

2009 (Fonte: INMET)

Uma comparagao da precipitacao na regiao metropolitana de Belo Horizonte no ano
de 2009 e medigdes em anos anteriores foi realizada. Foi observado que a Figura 6.1
mostra a mesma tendéncia de precipitagdo dos anos anteriores para a regido estudada. A
sazonalidade apresentada mostra que das 8 campanhas realizadas, 5 foram feitas no
periodo de estiagem (maio a setembro) e 3 no periodo chuvoso ( outubro a dezembro).
Estes dados serdao utilizados para tentar explicar o perfil de concentragao dos compostos
estudados. As concentragdes obtidas nas diferentes campanhas amostrais sdo apresentadas
a seguir. Para o célculo das concentragdes finais foram feitos em cada més analisado o

estudo de um branco, no qual dgua destilada foi tratada com os mesmos procedimentos de
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extragdo e analises das amostras. O valor obtido do branco foi descontado para cada

composto estudo para obtengdo da concentragao final.

6.1- Estradiol e Etinilestradiol

As Tabelas 6.1 e 6.2 apresentam as concentragdes de estradiol e etinilestradiol

determinadas nas amostras coletadas no periodo de maio a dezembro de 2009.

Tabela 6. 1: Concentracdes de etinilestradiol nas amostras

Etinilestradiol (ng/L)
Ponto Maio Junho Julho Agosto | Setembro | Outubro | Novembro | Dezembro
av005 63,8 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
av010 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
av040 <LD <LD <LD <LD 15,2 <LD <LD <LD
av130 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 10,2
av210 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
av260 <LD 17,4 13,0 <LD <LD <LD 9,4 <LD
av330 <LD 16,2 5,6 <LD <LD <LD <LD <LD
Tabela 6. 2: Concentragdes de estradiol nas amostras
Estradiol (ng/L)
Ponto Maio Junho | Julho Agosto | Setembro | Outubro | Novembro | Dezembro
av005 62,6 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
av010 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
av040 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
av130 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
av210 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
av260 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
av330 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD

Os dados apresentados acima mostram que etinilestradiol e estradiol foram

encontrados ocasionalmente. O etinilestradiol foi encontrado em apenas oito das 56

amostras analisadas, e em quantidades que variam de 5,6 a 63,8ng/L, ao passo que,

estradiol foi encontrado em apenas uma amostra. Os valores encontrados sdo semelhantes a

outros monitoramentos realizados onde estes compostos foram analisados. No estudo

61



realizado por Lei et al (2009) em rios da China foram encontrados concentragdes
semelhantes que variam de 0,93 a 32,4 ng/L para estradiol e 1,64 a 35,6 ng/L para
etinilestradiol. Em outros estudos, como o realizado por Ghiselli (2006) em aguas de rios
em Campinas, estradiol foi encontrado eventualmente em concentragdes muito superiores,
de 1,68 a 6ug/L, aos estudos reportados anteriormente. Um estudo realizado por Moreira
(2008), mostrou que na entrada da ETA de Nova Lima, no Rio das Velhas, os compostos
estradiol e etinilestradiol foram encontrados ocasionalmente em concentragdes de 1,5 a
36,8ng/L e 3,0 a 15,58ng/L respectivamente.

Os hormonios como estradiol e etinilestradiol, encontrados nos corpos d’agua,
provém basicamente do lancamento de esgoto ndo tratado nestes mananciais. Estes
compostos ja foram monitorados em esgoto bruto e tratado em varios estudos realizados
(Nie et al, 2009, Farre et al., 2007, Bruchet ef al., 2002) e os resultados obtidos mostraram
que nestas matrizes estradiol e etinilestradiol também foram eventualmente encontrados.
Estes resultados sugerem que estes compostos, presentes no meio ambiente, provavelmente
sao metabolizados ou ainda estdo na forma dos seus acidos conjugados, visto que
hormonios sdo excretados diariamente por seres humanos principalmente como conjugados
de acidos sulfurico e glucoronico (Baronti et al., 2000). De fato, um estudo realizado por
D’Ascenzo et al (2003) mostrou que estrogénios sulfatados sdo recalcitrantes a
biotransformacao. No presente estudo, a comprovagdo dessa hipotese nao foi feita, pois a
determinagdo de estrogénios conjugados e seus metabolitos nao foi realizada.

Outra possivel explicacdo para as quantidades observadas pode estar relacionada as
propriedades fisico-quimicas destes compostos, visto que estradiol e etinilestradiol
possuem baixa solubilidade em agua, 12,96 e 4,83 mg/L, respectivamente. (Lintelmann e¢
al, 2003). Esta possibilidade, contudo, ¢ pouco provavel, pois estas substancias foram
encontradas em baixa quantidade at¢ mesmo em outras matrizes como sedimentos de rios
(0,34 a 1,20ng/g para E2) (Labadie e Hill,2007) e lodo proveniente de estagdes de
tratamento de efluentes (<LD para E2 e EE2) (Nie ef al, 2009).

6.2— Bisfenol

A Tabela 6.3 apresenta as concentracdes de bisfenol A determinada nas diferentes

campanhas amostrais.

62



Tabela 6. 3: Concentragdes de bisfenol A encontradas nas campanhas amostrais

Bisfenol (ng/L)
Ponto Maio Junho Julho Agosto | Setembro | Outubro | Novembro | Dezembro
av005 168,3 39,0 12,2 73,2 <LQ 91,0 8,6 32,8
av010 23,5 17,1 13,6 46,7 23,2 49,1 116,9 27,3
av040 37,2 66,8 274 441 155,1 23,6 99,1 24,2
av130 21,8 21,9 <LQ 66,4 <LQ 1133 85,5 32,6
av210 <LQ 16,12 <LQ 35,07 <LQ 78,54 10,2 21,4
av260 25,0 29,0 23,1 29,4 9,4 32,9 8,8 84,2
av330 19,5 87,9 49,9 53,9 <LQ 44,6 30,7 120,1

<LQ: menor que o limite de quantificacdo (5,0ng/L)

As concentragdes de bisfenol A nos diferentes pontos de amostragem variaram de

8,6 a 168,3 ng/L. Em alguns pontos a quantidade encontrada foi abaixo do limite de

quantificagdo da técnica. Em meses como junho e dezembro a concentragdo em pontos

mais distantes da nascente foi maior quando comparada aos demais pontos, contudo, em

outros meses este perfil de concentracao nao foi observado. A Figura 6.2 mostra que a

concentracdo mediana de bisfenol A no ponto av005 ¢ semelhante a concentracao

observada nos pontos av040, av130 e av330.
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Figura 6. 2: Boxplot da variagao das concentragdes de bisfenol nas diferentes pontos

amostrais

O bisfenol foi encontrado em todas as amostras analisadas e sua concentragao em

rios, em estudos como o de Azevedo ef al (2001), Fromme et al (2002) e Peng et al (2008),

¢ superior as concentragdes reportada no rio das Velhas. Como exemplo cita-se o estudo
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realizado por Ribeiro ef al (2009) o qual bisfenol foi encontrado em concentragdes de 880
ng/L em dguas do rio Mondego, que tem o seu percurso em areas urbanas, industriais e
rurais de Portugal. A presenca deste composto em amostras ambientais ¢ basicamente
devido a lixiviagdo de plasticos presentes em esgotos e aterros sanitarios. Através do perfil
de concentragdo apresentado ndo ¢ possivel estabelecer qual destas fontes contribui para
uma maior contamina¢do do rio, contudo, a presenga deste composto na maioria das
amostras pode estar relacionada a sua alta persisténcia no meio ambiente. Estudos mostram
que o tempo de meia-via de biodegradacao deste composto varia de 1 a 150 dias em aguas

superficiais (Lintelmann et al, 2003).

6.3- Dietilftalato

As concentracdes de dietilftalato nas diferentes campanhas amostrais sdo

apresentadas na Tabela 6.4.

Tabela 6. 4: Concentracdo de dietilftalato encontrada nas campanhas amostrais

Dietilftalato (ng/L)
Ponto | Maio Junho Julho Agosto | Setembro | Qutubro | Novembro | Dezembro
av005 27,5 50,1 41,5 67,3 45,8 71,5 12,9 48,6
av010 14,6 54,8 6,0 118,2 48,8 288,5 26,6 105,0
av040 76,0 108,7 32,5 157,8 59,0 99,4 20,1 130,4
av130 25,7 74,7 31,7 98,45 98,7 35,7 34,2 118,0
av210 40,6 63,4 51,4 105,7 68,1 410,9 35,1 130,45
av260 5,0 15,3 23,5 104,2 80,6 154,3 28,6 131,7
av330 6,3 152,6 31,8 173,2 85,4 74,9 13,3 140,8

As concentragdes de dietilftalato nas amostras variaram de 5,0 a 410,9 ng/L, sendo
os maiores valores encontrados no més de outubro. Nos meses de agosto, setembro e
dezembro o perfil das concentracdes variou, de forma geral, proporcionalmente a
localizagdo de coleta, sendo o ponto av005 o que apresentou menor concentracdo do

composto como mostrado na Figura 6.3.
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Figura 6. 3: Distribui¢do de dietilftalato nas campanhas amostrais

O dietilftalato presente na dgua pode ser proveniente do esgoto doméstico e
industrial langados nos corpos d’agua. Outra possivel fonte de contaminagao ¢ a lixiviagdo
deste composto, pela agua da chuva, de aterros sanitarios ou lixdes, visto que em muitos
destes depositos de lixo ndo héd impermeabilizacdo do solo. Este composto ¢ utilizado
como plastificantes em alguns produtos e também esta presente na formulagdo de diversos
cosméticos (USEPA, 2001). Assim, uma possivel explicacdo para a proporcionalidade
observada ¢ a ocupacao urbana destes pontos. O ponto av005 esta localizado em uma area
com uma populagdo local relativamente pequena, ao passo que os demais pontos estdo

localizados em cidades com uma populagdo relativamente maior. A Figura 6.4 apresenta a

distribuicdo deste composto nos diversos pontos de amostragem.
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Figura 6. 4: Boxplot da concentracdo de dietilftalato nos diferentes pontos de amostragem
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A Figura 6.4 mostra que a concentracdo mediana de dietilftlatato determinada no
ponto av005 ¢ relativamente menor que as concentragdes medianas determinadas nos
demais pontos. Um historico do IQA (indice de qualidade da agua) destes pontos foi
levantado na tentativa de correlacionar a ocupagao urbana dos municipios e a polui¢ao das
aguas. O IQA ¢ um parametro genérico calculado a partir de diversos outros parametros.
Os parametros utilizados, bem como seus respectivos pesos no calculo, sdo apresentados

na Tabela 6.5.

Tabela 6. 5: Parametros utilizados no célculo do IQA

Parametro Peso
Oxigénio dissolvido — OD (%OD Saturado) 0,17
Coliformes fecais (NMP/100mL) 0,15
pH 0,12
Demanda bioquimica de oxigénio — DBO (mg/L) 0,10
Nitratos (mg/L NO3) 0,10
Fosfatos (mg/L PO4) 0,10
Variacao na temperatura (°C) 0,10
Turbidez (UNT) 0,08
Residuos totais (mg/L) 0,08

Segundo a CETESB (2008), o IQA pode indicar o langamento de efluentes
sanitarios nos corpos d’agua e este parametro ¢ inversamente proporcional a polui¢do
ocasionada. Assim um IQA elevado indica uma baixa contaminagdo por esgoto doméstico.
A Figura 6.5 apresenta os niveis de IQA medidos nos diversos pontos de amostragem em

anos anteriores.
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Figura 6. 5: Boxplot dos valores de IQA medido nos pontos estudados em anos anteriores

(2003 a 2008) (IGAM, 2009)
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De acordo com o grafico apresentado, ¢ possivel observar uma tendéncia de
diminuic¢do nos valores de IQA a medida que os pontos se afastam da nascente. O ponto
av005 apresentou, de maneira geral, uma melhor qualidade da 4gua. Os pontos av010 e
av040 apresentaram IQA médios semelhantes e com valores menores ao determinado para
o ponto av005. Esta observacdo também pode ser feita para os pontos av130 e av210. Os
resultados apresentados indicam que a contaminagdo observada nas aguas do Rio das
Velhas por dietilftalato provavelmente ¢ provinda da contaminacdao deste por efluentes

domésticos e industriais.

6.4- Nonilfenol

A variagdo na concentracdo de nonilfenol nos pontos monitorados (Tabela 6.6)
mostra que este composto foi encontrado em todas as amostras analisadas, sendo as
maiores concentragdes encontradas no més de dezembro. As variacdes apresentadas neste
estudo mostram perfis semelhantes a outros estudos, como o e realizado por Cespedes et
al.(2006) onde nonilfenol foi encontrado em grandes concentragdes em todas as amostras
analisadas em rios da Espanha. Os estudos feitos por Azevedo et al. (2001), Lagana et al.
(2004) e Peng et al. (2008) também relatam altas concentracdes de nonilfenol em aguas de

rios de Portugal, Itdlia e China, respectivamente.

Tabela 6. 6: Concentracao de nonilfenol encontrada nas campanhas amostrais

Nonilfenol (ng/L)
Ponto | Maio Junho Julho Agosto | Setembro | Outubro | Novembro | Dezembro
av005 328,3 500,02 242,1 50,1 205,2 310,2 145,3 149,7
av010 49,2 256,22 71,7 52,2 71,7 1023,9 211,0 240,0
av040 134,9 578,38 78,81 121,7 189,4 149,9 80,8 759,6
av130 97,3 652,36 | 187,81 168,5 247,7 3954 361,9 14353
av210 77,12 69,24 226,2 25,9 529,5 87,8 77,0 1290,0
av260 27,08 73,8 197,1 211,1 385,8 650,6 471,2 904,6
av330 95,99 358,7 59,3 270,1 375,0 152,4 132,9 1081,8

O nonilfenol, assim como os outros perturbadores, foi analisado em periodos
chuvosos e periodos de estiagem. Os valores encontrados indicaram que as menores
concentragdes deste composto foram observadas no periodo de estiagem (maio, julho e

agosto), ao passo que, em meses chuvosos (outubro e dezembro) foram observadas maiores

67



concentragdes. O més de novembro apresentou uma concentracio relativamente baixa de
nonilfenol quando comparados a outubro e dezembro. Isto provavelmente ocorreu devido
ao menor indice pluviométrico (Figura 6.1) do més em questdo. A Figura 6.6 exemplifica

essa observagao.
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Figura 6. 6: Boxplot da distribui¢do de nonilfenol nas campanhas amostrais

O nonilfenol nao apresenta um perfil de aumento ou decréscimo constante nas

concentragdes entre os diferentes pontos de amostragem como mostrado na Figura 6.7.
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Figura 6. 7: Boxplot da concentracdo de nonilfenol nos diferentes pontos de amostragem

Os dados encontrados neste estudo mostram um perfil de concentracdo de
nonilfenol diferente do perfil esperado nos diferentes periodos de precipitagdao, o qual
nonilfenol, se provindo em sua maioria do esgoto doméstico, apresentaria uma
concentracdo maior no periodo de seca. Segundo Scroder et al (2001) esta observagdo ¢
esperada porque este composto ¢ originado da degradacdo de agentes surfactantes, tal qual

o nonilfenol etoxilado, presentes em grandes quantidades no esgoto doméstico. Assim, em
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periodos de estiagem uma menor vazao de agua € observada, ocorrendo, consequentemente,
um aumento na concentragdo deste perturbador endocrino, visto que a quantidade de
esgoto langada ¢ aproximadamente constante ao longo do ano.

Uma possivel explicagdo para os valores observados ¢ a diferente origem do
nonilfenol presente nas aguas desta regido. A ocupacdo de alguns pontos da regido
estudada ¢ predominantemente agraria com uma ocupagdo urbana relativamente menor
comparada a outras cidades. Assim o nonilfenol presente na dagua, pode ser
predominantemente originario da lixiviacao de nonilfenol ou de alquilfentis etoxilados do
solo de culturas agricolas, visto que este composto também ¢ encontrado na formulacdo de
diversos pesticidas (CEPA, 2001).

Um histoérico dos pontos em estudo foi levantado na tentativa de correlacionar a
concentracdo encontrada de nonilfenol com outras caracteristicas das amostras, como
turbidez, quantidade de coliformes e quantidade de estreptococos determinada nas aguas
do Rio das Velhas. E importante ressaltar que os dados do histérico levantado seguem uma
tendéncia e por isso esta correlagcdo pode ser feita. Uma andlise direta entre a concentragao
de nonilfenol e os parametros correlacionados nao pode ser feita para um mesmo ano, pois
ndo se tem a concentragdo deste composto nos anos anteriores € os dados destes
parametros em 2009 nao foram disponibilizados pelo IGAM.

Um dos parametros levantados foi a presenca de estreptococos fecais na agua, o que
indica a poluigdo fecal ocasionada por animais de sangue quente (Slanetz e Bartley, 1964).
Os niveis de estreptococos fecais encontrados em anos anteriores, em um meés critico de
seca (julho) e um més critico de chuva (janeiro) sao apresentados na Figura 6.8. Os outros

meses nao foram analisados devido a indisponibilidade de dados.
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Figura 6. 8: Boxplot da distribuicdo de estreptococos fecais nos meses de janeiro e julho

de anos anteriores (2003, 2004, 2007 e 2008) (IGAM, 2009)
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Através da distribuicdo apresentada foi observado que a quantidade de
estreptococos fecais no periodo chuvoso nos anos analisados foi relativamente alta
comparada ao periodo de estiagem. O mesmo ocorre com a concentragdo de nonilfenol nas
amostras analisadas (Figura 6.6), no entanto, a fonte da contaminac¢ao, animal ou humana,
ndo pode ser feita através apenas deste parametro. Assim, para determinacdo da origem
desta contamina¢do uma relagdo entre coliformes termotolerantes (CT) e estreptococos
fecais (EF) foi realizada. Segundo o IGAM uma razao de CT/EF menor que 1,0 indica que
os despejos sdo preponderantemente provenientes de animais, enquanto que para a
predominadncia de despejos humanos a relagdo deve ser maior que 4,0. Os valores
intermediarios sdo considerados de interpretagdo duvidosa. A correlacdo entre coliformes
termotolerantes e estreptococos fecais dos meses de julho e janeiro, representando periodos

criticos de seca e chuva de anos anteriores, ¢ apresentada na Figura 6.9.
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Figura 6. 9: Distribuicao da razdo CT/EF em amostras passadas

A Figura 6.9 mostra que em muitos pontos a origem da contaminagdo nao pode ser
determinada, contudo, quando os valores determinados na faixa de intervalo de razdo entre
0 e 1 sdo comparados com intervalos na faixa acima de 4, pode ser observado uma maior
porcentagem de dados na faixa onde a origem fecal ¢ provinda de animais domésticos e
silvestres. Portanto, possivelmente, o nonilfenol presente nas amostras da regiao analisada
¢, em sua maioria, proveniente da lixiviacdo e escoamento de solos contendo produtos com
compostos que originam nonilfenol na sua degradacao, visto que a contaminagao das aguas
por fezes de animais nao ocorre devido ao langamento de esgoto doméstico nos corpos
d’agua e sim através da lixiviagao e escoamentos destas para as aguas. Este aumento da
concentragdo de nonilfenol nos meses chuvosos também foi observado em um

monitoramento realizado na regido de Nova Lima em 2008, o qual este composto foi
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monitorado na ETA-Rio das Velhas (Moreira, 2008). Neste estudo, as concentra¢des de
nonilfenol reportadas foram de 263,1 e 294,4ng/L nos meses de junho e julho
respectivamente, e 649,0 e 387,5ng/L nos meses de dezembro e janeiro respectivamente.
Outro fator que colabora para o aumento de nonilfenol no periodo chuvoso ¢ o
arraste de sedimento das margens e do fundo do rio devido ao aumento da vazio da agua.
Estudos mostraram que nonilfenol possui um moderado K,y (coeficiente de parti¢do
octanol-dgua) e por isso possui uma maior afinidade por sedimentos (Nie et al. (2009).
Assim, em periodos chuvosos estes sedimentos sao revolvidos do fundo possibilitando uma
maior desor¢do deste composto na agua. O aumento da presenca de material particulado
pode ser mostrado através da andlise dos s6lidos em suspensdo e da turbidez da agua. As
Figuras 6.10 e 6.11 mostram que em periodos chuvosos estes pardmetros sao elevados, ao

passo que, em periodos de estiagem estes se apresentam relativamente menores.
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Figura 6. 10: Distribuicdo da turbidez no periodo de chuva e seca nos de 2003, 2004, 2007
e 2008 (Fonte: IGAM, 2009)
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Figura 6. 11: Distribui¢do de so6lidos totais em suspensao no periodo de chuva e seca nos

de 2003, 2004, 2007 e 2008 (Fonte: IGAM, 2009)
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A andlise estatistica das caracteristicas fisico-quimicas mais relevantes obtidas nos
pontos de amostragem foi feita para obter uma relagdo entre os parametros estudados,

conforme apresentado na Figura 6.12.
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Figura 6. 12: Analise das componentes principais dos parametros avaliados

Através da relagdo entre a primeira e a segunda componente principal foi possivel
mostrar que turbidez e sélidos em suspensao totais se correlacionam diretamente, ao passo
que a quantidade de oxigénio dissolvido se mostra inversa a estes pardmetros. Isto sugere
que em amostras onde a turbidez e a quantidade de so6lidos em suspensdo foi elevada
obteve-se uma baixa quantidade de oxigénio dissolvido. O aumento da presenca de
estreptococos fecais e coliformes termotolerantes também se mostra de certa forma
susceptivel ao aumento da turbidez e de so6lidos presentes nas dguas. Esta analise sugere
que os parametros aqui estudados estdo relacionados entre si e podem ser relacionados com

os niveis de nonilfenol presentes na dgua.
6.5- Toxicidade dos perturbadores enddcrinos estudados

Os riscos causados pelos perturbadores endocrinos e a real dose que estes sdao
toxicos ainda sdo discutidos pela comunidade académica. No entanto, a Organizac¢ao

Mundial da Satide (OMS) reuniu alguns estudos realizados para apresentar a toxicidade

destes compostos em cobaias. A Tabela 6.7 apresenta os estudos considerados.
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Tabela 6. 7: Exemplos de efeitos enddcrinos observados em animais machos expostos a

perturbadores enddcrinos no periodo pré-natal

Composto Espécie e Dose e Rotina Efeitos
Periodo de
Exposicio
Estradiol Rato 0,05 a 50 ppm na De 10 a 50ppm: redugdo e
(uma gerag¢do) | dieta (0,003 a 4,12 atrofia dos testiculos e
mg/kg/d)) epididimo; degeneracao dos
tabulo seminal; redugdo na
mobilidade e nimero dos
espermas
Camundongo 25a300 De 25 a 100pg: aumento da
(13 a 19 dias) pg/camundongo prostata
subcutaneamente
Etinilestradiol Camundongo 0,002 a 200 De 0,02 a 2pg/kg/d: aumento
(0 a 17 dias) ng/kg/d na prostata
Oralmente
Bisfenol A Camundongo 2 a20pg/kg/d De 2 a 20pg/kg/d: aumento
(11 a 17 dias) oralmente na prostata
Nonilfenol Rato(1al8 0,08 a 8 mg/kg/d | De 0,8mg/kg/d: reducao dos
dias) intraperitoneal testiculos, epididimos,
vesicula seminal e prostata.
De 8mg/kg/d: reducao da
distancia anogenital,
criptoquidismo, reducdo da
quantidade e mobilidade de
espermas, reducao da
fertilidade.

Fonte: Damstra et al, 2002

O documento da OMS (Damstra et al, 2002) nao cita estudos especificos que
estimem a toxicidade do dietilftalato, contudo, um estudo realizado por Pereira et al (2008)
observou aumento dos testiculos e epididimo quando 10, 25 e 50mg/kg/d de DEP foram

administrados na dieta de ratos por 150 dias.
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A OMS, bem como as demais organizagcdes de saude de paises como Estados
Unidos, Canada e Australia, ndo estabelecem um valor maximo permitido ou um valor
guia (guideline) destes compostos em aguas destinadas ao consumo humano. Da mesma
forma ndo ha, na legislacao brasileira, nenhum valor limite para tal composto na portaria
de potabilidade de agua do Ministério da Satide ou dos estados. Ainda assim uma analise
de risco da exposicdo a tais contaminantes pela ingestdo de agua foi realizada neste
trabalho como exercicio para se estimar a toxicidade destes perturbadores para humanos.

Os calculos foram feitos considerando os parametros adotados pela OMS para
outros compostos no seu guia de potabilidade para agua (WHO, 2008). Para calculo da
ingestao diaria toleravel (IDT) foram considerados os menores valores de dose que causam
efeito adverso nos animais (LOAEL), citados na Tabela 6.7, ou seja, 800ug/Kg/d para NP,
824ng/Kg/d para o E2, 0,02ug/Kg/d para EE2 e 2ug/Kg/d para o BPA. Um fator de
incerteza (FI) igual a 100 foi utilizado, pois assim sdo consideradas as variagdes
interespécies e as variagdes intraespécies. A Equacdo 6.1 foi aplicada para obtencdo dos

valores.

IDT = LOAEL/ FI 6.1)

Os valores de IDT obtidos foram de 8,2ug/Kg/d para estradiol, 2,0x10™ pg/Kg/d
para etinilestradiol, 8ug/Kg/d para nonilfenol e 0,02ug/Kg/d para bisfenol. Para o
dietilftalato foi considerado o estudo feito por Pereira et al (2008) sendo o IDT encontrado
igual a 100ug/Kg/d. Para o calculo da estimativa de concentragdes toOxicos para o ser
humano foi considerado que o peso de um adulto (PC) ¢ de 60Kg e que o consumo diario
de agua (C) ¢ de 2 litros. Uma variavel considerada no célculo refere-se a fracao de IDT
atribuida ao consumo de agua (F,) que, segundo a OMS, varia de 0,1 a 0,8 (WHO, 2008).
Para o célculo da estimativa de toxicidade para lactentes com alimentagdo artificial sdo
adotados outros valores, pois este grupo ¢ considerado particulamente vulneravel as
substancias. Neste caso, adota-se que o peso médio ¢ de 5Kgs e a ingestdo diaria de dgua

assumida ¢ de 0,75 litros. A Equagao 6.2 foi utilizada no célculo.

VM = (IDTxPCxF,)/ C (6.2)

onde,

VM: valor abaixo do qual estima-se ndo haver toxicidade em seres humanos
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IDT: indice diario toleravel

PC: peso corporal

F,. Fracdo de IDT alocada a ingestdo da substancia em estudo pelo consumo de
agua

C: consumo diério de dgua

Os valores encontrados para os perturbadores enddcrinos estudados com diferentes

variacoes de fracao de IDT atribuida ao consumo de agua sdo apresentados na Tabela 6.8.

Tabela 6. 8: Valores estimados de toxicidade (VM) para os perturbadores enddcrinos

estudados
E2 (ng/L) EE2 (ng/L) BPA (ng/L) NP (ng/L) DPA (ng/L)
Fn | Adulto | Lactente | Adulto | Lactente | Adulto | Lactente | Adulto | Lactente | Adulto | Lactente
0,1 24600| 5466,7 0,6 0,1 60 13,3| 24000 5333,3| 300000 | 66666,7
0,2| 49200 | 10933,3 1,2 0,3 120 26,7| 48000| 10666,7| 600000 |133333,3
0,3| 73800 | 16400,0 1,8 0,4 180 40,0 72000| 16000,0| 900000 |200000,0
0,4| 98400| 21866,7 24 0,5 240 53,3| 96000 | 21333,3| 1200000 | 266666,7
0,51123000 | 27333,3 3,0 0,7 300 66,7 | 120000 | 26666,7 | 1500000 | 333333,3
0,6 | 147600 | 32800,0 3,6 0,8 360 80,0 | 144000 | 32000,0| 1800000 | 400000,0
0,7 | 172200 | 38266,7 4,2 0,9 420 93,3| 168000 | 37333,3| 2100000 | 466666,7
0,8 1196800 | 43733,3 4,8 1,1 480 106,7 | 192000 | 42666,7 | 2400000 | 533333,3

Com base nos valores estimados de toxicidade ¢ possivel dizer que as
concentragdes de nonilfenol (25,9 a 1435,3ng/L), dietilftalato (5,0 a 410,9 ng/L) e estradiol
(62,6ng/L) encontradas no Rio das Velhas estdo na faixa de valores onde os compostos ndo
sdo considerados prejudiciais a saude humana. Os valores de toxicidade estimados para o
bisfenol sdo relativamente menores (comparados ao nonilfenol), contudo, as quantidades
encontradas (8,6 a 168,3 ng/L) no Rio das Velhas sdo da mesma ordem de grandeza dos
valores supostamente toxicos. Para o etinilestradiol, os valores encontrados (5,6 a
63,8ng/L) também estdo acima das concentragdes limite de toxicidade, contudo, este
composto foi encontrado ocasionalmente nas amostras analisadas. Vale salientar,
entretanto, que as analises foram feitas em dgua bruta e pouco se sabe a respeito da
remocao da estrogenicidade destes compostos nos tratamentos convencionais de agua. Por
isso sdo necessarios estudos que avaliem a eficiéncia de remogdo destes compostos nos

tratamentos utilizados nas ETAs brasileiras.
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7- ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE OUTROS
MICROCONTAMINANTES ORGANICOS PRESENTES NA AGUA
DO RIO DAS VELHAS

A andlise das amostras estudadas também foi realizada no modo SCAN em uma
faixa de m/z de 100 a 600 para uma possivel qualificagdo de outros compostos. Assim
alguns microcontaminantes organicos observados em outros estudos realizados foram
procurados nas amostras de dgua estudadas.

A elucidacdo estrutural foi realizada através do software Formula Predictor, que
através da relagio isotopica observada para cada MS’, sugere possiveis formulas
moleculares para os ions pesquisados. Para tal, foram fornecidos ao programa os possiveis
atomos presentes de cada ion suposto. Os ions observados, bem como suas elucidagdes

estruturais sdo apresentados a seguir.
7.1- Dietil(hexil) ftalato (DEHP)

O DEHP ¢ um plastificante largamente utilizado na industria de polimeros e sua
presenca foi observada em diversos trabalhos realizados (Zafra-Gémez et al. 2008, Gibson
et al. 2007, Fatoki e Noma 2002). Inicialmente este composto seria monitorado neste
estudo, contudo, dificuldades encontradas no desenvolvimento metodolégico como sua
separacao através da coluna cromatografica utilizada, tornaram sua quantificagdo inviavel.
A massa referente a este ion foi calculada através do software Accurate Mass Calculator
(versdo 1.12, Shimadzu Corporation). A estrutura deste composto, bem como suas
propriedades quimicas, indica que sua ioniza¢do ocorre no modo positivo e, por ser um
ftalato, seu ion provavelmente se apresenta na forma de um aduto de sodio. A Figura 7.1
apresenta o cromatograma e o espectro de massas obtido para o ion calculado de m/z=

413,2667.
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Figura 7. 1: a) Cromatograma do ion medido m/z=413,2667; b) Espectro de massas obtido

do ion m/z=413,2667

Através do software Formula Predictor que avalia a razdo isotdpica do ion obtido
. , e 1
foi possivel conhecer as possiveis formulas moleculares para o espectro de massa MS

apresentado. A Tabela 7.1 apresenta o resultado obtido.

Tabela 7. 1: Resultados gerados pelo programa Formula Predictor na busca por formulas

correspondentes ao ion m/z=413,2667

fon Deprotonado m/z=413,2667

Formula : . m/z Diferenca
Pr(()lf\)/;))sta Ion m/z medido calculado (mDa)
Cy4H3504 [M+Na] + 413,2667 413,2662 0,5
Ca6H3604 [M+H] + 413,2667 413,2686 -1,9
C17H4,09 [M+Na] + 413,2667 413,2721 -5.4
C15sH40012 [M+H] + 413,2667 413,2593 7,4
C19H4009 [M+H] + 413,2667 413,2745 -7,8

A fragmentacdo deste ion foi realizada para uma possivel elucidagdo estrutural. O
cromatograma e espectro de massa MS’ obtidos na fragmentagio sdo apresentados na

Figura 7.2.
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Figura 7. 2: (a) espectro de massas MS? obtido para fragmenta¢do do ion m/z=413,2667;

(b) cromatograma obtido para fragmentagdo do ion m/z=413,2667

A fragmentacao ocorrida (Figura 7.3) confirma que o composto de m/z= 413,2667

encontrado em muitas amostras se refere ao bis etil(hexil) ftalato.

0Q/\/\ OQ}{\/\ N
—-> —->
O\/t/\/ O\/E/\/ N

m/z=301,1410

ONa*
[ /Q/\/\ Q/\/\ [
O OBH OH
—»> —»>
O\/E/\/ O?J\/t/\/ OoH
(o] o

O

m/z=189,0157

ONa* ONa*
u /Q/\/\
O/Q/\/\ c;’h?
—> —» o)
0. 0\/t/\/
O \/t/\/ o

(e]

m/z=171,0052

Figura 7. 3: Mecanismo de fragmentagao propostos para o bis etil(hexil)ftalato
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7.2- Cafeina

A cafeina ¢ um composto utilizado como estimulante na formulagdo de vérios

medicamentos (Kolpin et al 2002). Seu aparecimento foi reportado em varios estudos

realizados em amostras ambientais (Yoon et al 2006, Stuart et al 2005). As propriedades

quimicas deste composto indicam que sua ioniza¢do ocorre com maior facilidade no modo

positivo. O ion calculado para cafeina, m/z= 195,0877, foi observado em vdarias amostras e

o espectro de massas obtido ¢ apresentado na Figura 7.4.

a
300000002:195.0876 (36.22) ( )
20000006
10000000
O T I \7 — 4\ - \7& T T 7‘A77\ SR o H,\ 7""‘““{;/#"\\7 SR = T
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0
10 195.0876 (b)
5
196.1040
-t e
1946 1948 1950 1952 1954 1956 1958 1960 1962 1964 1966 196.8 197.0 197.2 197.4

Figura 7. 4: a) Cromatograma do ion medido m/z=195,0876; b) Espectro de massas obtido

do ion m/z=195,0876

O software Formula Predictor, através da relagao isotopica apresentada, indicou as

possiveis formulas moleculares para o ion medido representadas na Tabela 7.2.
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Tabela 7. 2: Resultado gerado pelo programa Formula Predictor, na busca por férmula

correspondente ao ion m/z= 195,0876

fon Deprotonado m/z=195,0876
Formula fon m/z medido m/z Diferenca
Proposta (M) calculado (mDa)
CsH;oN4O; [M+H] + 195,0876 195,0877 -0,1
C7H 1406 [M+H] + 195,0876 195,0863 1,3
C4HeN1o [M+H] + 195,0876 195,0850 2,6
Ci3HioN, [M+H] + 195,0876 195,0917 -4,1
H;50y; [M+H] + 195,0876 195,0922 -4,6
C4H9N4Os [M+H] + 195,0876 195,0724 15,2
CsHgNgO [M+H] + 195,0876 195,0737 13,9
CoHoN203 [M+H] + 195,0876 195,0764 11,2
C14H,00 [M+H] + 195,0876 195,0804 7,2
H;4N¢O¢ [M+H] + 195,0876 195,1048 -17,2

A fragmentacdo do ion observado foi realizada para confirmag¢dao da estrutura
molecular deste composto. O cromatograma e espectro de massas obtido sdo representados

na Figura 7.5.

10 138.0650 (21)

1376 1378 1380 1382 1384 1386 1388 1390 1392 1394 1396 1398 1400 1402 1404

72:195.0876 (100.00)
7500000013138 0650 (78.61)

50000000]

25000000]

ol
T e N i e e e
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0

Figura 7. 5: (a) espectro de massas MS’ obtido para fragmentacdo do ion m/z=195,0876;

(b) cromatograma obtido para fragmentagao do ion m/z=195,0876
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A fragmentagdo ocorrida (Figura 7.6) possibilita a confirmagdo que o ion observado

¢ relativo a cafeina.

/

S o
IT — (177 — {1
N ~ N N N/
fo fo /

(0]

m/z= 138,0650

Figura 7. 6: Mecanismo de fragmentagao proposto para a cafeina

7.3- Octilfenol

O octilfenol ¢ um produto da degradacao do octilfenol etoxilado, um surfactante
presente na formulacdo de detergentes, tintas e pesticidas (Ballesteros et al. 2006). Este
composto apresenta uma tendéncia de sofrer ioniza¢do no modo negativo devido as suas
propriedades quimicas. A razdo m/z calculada para este composto ¢ igual a 205,1598. A

Figura 7.7 apresenta o cromatograma e o espectro de massas observado.

100,000,000
1_7;2:205.1593 (40.00) (a)
3:133.0670 (100.00)
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1.004
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000 T T T T T T T
14.0 15.0 16.0 17.0 18.0 19.0 20.0 21.0 22.0
205.1598 (b)
3.000e6
2.000e
206.1616
1.000e6
|
[ e e o e L e e e B e B e B
150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290

Figura 7. 7: (a) Cromatograma do ion medido m/z=205,1598; (b) Espectro de massas
obtido do ion m/z=205,1598

O cromatograma mostra dois picos para o ion analisado indicando uma isomeria do
composto. O software Formula Predictor apresentou apenas uma possivel formula

molecular (Tabela 7.3) referente ao ion destacado.
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Tabela 7. 3: Resultado gerado pelo programa Formula Predictor, na busca por formula

correspondente ao m/z= 205,1598

fon Deprotonado m/z=205,1598
Formula fon m/z medido m/z Diferenca
Proposta (M) calculado (mDa)
C14H20 [M-H] - 205,1598 205,1598 0,0

A fragmentacdo do composto foi realizada para identificacdo do ion destacado. Os
picos observados apresentaram fragmentos diferentes comprovando a distingdo entre as

estruturas quimicas (Figura 7.8)
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[ o e e e L LA S S e e e
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
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Figura 7. 8: (a) e (c) espectro de massas MS” obtido para fragmentacdo do fon

m/z=205,1598; (b) e (d) cromatograma obtido para fragmentacao do ion m/z=205,1598
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O octilfenol possui vérios isdmeros € 0 mecanismo de fragmentacdo apresentado na
Figura 7.9 mostra duas das possiveis formulas estruturais para este composto. Os isdmeros

representados foram escolhidos baseados no ion observado na fragmentacao.

O

m/z=189,1267

° _»NQ/V'A\A N \@/\/

m/z= 133,0670

Figura 7. 9: Mecanismo de fragmentagdo propostos para dois isomeros do octilfenol

7.4- Alquilbenzeno Sulfonato Linear (LAS)

O alquilbenzeno sulfonato linear (LAS) ¢ um tensoativo organico mundialmente
utilizado como detergente. Este composto ¢ formado por uma mistura de homoélogos e
isomeros que variam de 10 a 16 carbonos, sendo os compostos que apresentam de 10 a 13
carbonos os mais predominantes (Penteado et al, 2006). As massas referentes aos LAS,
comumente encontrados em 4aguas e efluentes, foram calculadas e pesquisadas nas
amostras estudadas. Os ions obtidos, m/z=297,1515, m/z= 311,1684, m/z= 325,1840 ¢
m/z=339,1999 foram encontradas em todas as amostras. Os cromatogramas e espectros de

massas obtidos sdo apresentados na Figura 7.10 e na Figura 7.11 respectivamente.
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Figura 7. 10: (a),(b), (c) e (d) Cromatograma obtido para os ions m/z=297,1515,
m/z=311,1684, m/z= 325,1840 e m/z=339,1999
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Figura 7. 11: (a), (b), (c) e (d) Espectros de massas obtidos para os ions m/z=297,1515,
m/z=311,1684, m/z=325,1840 e m/z=339,1999

A relagdo isotdpica referente a cada ion foi utilizada para apresentar as possiveis

formulas moleculares dos compostos, as quais estdo apresentadas na Tabela 7.4.
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fon Deprotonado m/z=297,1515
Formula fon m/z m/z Diferenca
Proposta (M) medido |calculado| (mDa)
C19H2,03 [M-H] - |297,1515]| 297,1496 1,9
Ci16H2605S [M-H] - |297,1515]| 297,1530 -1,5
fon Deprotonado m/z=311,1684
Formula fon m/z m/z Diferenca
Proposta (M) medido |calculado| (mDa)
C17H2305S [M-H] - |311,1684| 311,1686 -0,2
Ci13H2303 [M-H] - |311,1684| 311,1711 -2,7
fon Deprotonado m/z=325,1840
Formula fon m/z m/z Diferenca
Proposta (M) medido |calculado| (mDa)
Ci1sH3005S [M-H] - |325,1840] 325,1843 -0,3
C14H3003 [M-H] - [325,1840( 325,1868 -2,8
C,1H603 [M-H] - [325,1840( 325,1809 3,1
fon Deprotonado m/z=339,1999
Formula fon m/z m/z Diferenca
Proposta (M) medido |calculado| (mDa)
Ci19H3,05S [M-H] - {339,1999 339,1999 -0,0
Ci5H3,038 [M-H] - {339,1999 339,2024 -2,5
CoHp505 [M-H] - {339,1999 339,1966 3,3

Tabela 7. 4: Resultado gerado pelo programa Formula Predictor, na busca por formula
correspondente aos ions m/z=297,1515, m/z=311,1684, m/z=325,1840 e m/z=339,1999

A MS’ dos compostos foi realizada para comprovacio de suas formulas estruturais.
Os espectros de massas MS’ obtidos apresentaram dois fons comuns de massa igual a
183,0125 e 197,0274 referentes a fragmentacdo dos compostos. Os cromatogramas e

espectros de massas obtidos sdo apresentados na Figura 7.12 e Figura 7.13 respectivamente.
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Figura 7. 12: (a), (b), (c) e (d): Cromatogramas obtidos na fragmenta¢do dos ions m/z=

297,1515, m/z=311,1684, m/z= 325,1840 ¢ m/z=339,1999
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Figura 7. 13: (a), (b), (c) e (d): Espectros de massas MS” obtidos na fragmentagdo dos fons

m/z=297,1515, m/z=311,1684, m/z=325,1840 e m/z=339,1999
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O ion m/z=183,0125 possivelmente ¢ referente a formula CsH;SO;” comum aos
LAS pesquisados, ao passo que, o ion m/z=197,0274 ¢ referente ao fragmento CoHoSO5'.

Os possiveis mecanismos de fragmentagdo para os LAS pesquisados sdo apresentados na

Figura 7.14.
(CHZ)”/ LLLLZA\(CHz)n/ N
—> —>
SOy S04 S05
m/z=183,0125
o §\<CH2)n/
—>
—>
SOz SO5° SO3°

m/z=197,0274

Figura 7. 14: Mecanismos de fragmentacgdo proposto para os LAS pesquisados

7.6- Triclosan

O triclosan ¢ um microbicida utilizado na formulacdo de xampus, dentifricios e
outros produtos de higiene pessoal. (Aguera et al, 2003). O ion de m/z=286,9439 referente
a este composto foi pesquisado e observado em diversas amostras analisadas. A estrutura
quimica deste composto indica uma ionizagdo no modo negativo. O triclosan possui cloro
em sua estrutura e a relacdo isotopica para este elemento foi observada no espectro de

massas MS' apresentado, juntamente com o cromatograma obtido, na Figura 7.15.
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Figura 7. 15: (a) Cromatograma obtido para fragmentagdo do ion m/z=286,9416; (b)
Espectro de massas MS° obtido para fragmentacio do fon m/z=286,9416.

O ion medido foi inserido no programa Formula Predictor e duas possibilidades de

formulas moleculares foram apresentadas (Tabela 7.5).

Tabela 7. 5: Resultado gerado pelo programa Formula Predictor, na busca por formula

correspondente ao m/z= 286,9416

Formula fon m/z m/z Diferenca
Proposta (M) medido |calculado| (mDa)
C2H;,0,Cl; [ [M-H] - |286,9416| 286,9439 -2,3
C13HO4Cl [M-H] - 1286,9416| 286,9389 2,7

A fragmentacdo do composto foi realizada para que uma confirmagdo da formula
estrutural fosse possivel, contudo, a intensidade do composto nas amostras analisadas nao
possibilitou a geracdo de um espectro de massa MS”. Entretanto, a relagdo isotopica obtida
¢ muita caracteristica e uma comparagdo entre o ion medido de m/z= 286,9416 e ion

sugerido de m/z=286,9439 foi realizada e estd apresentada na Figura 7.16.
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Figura 7. 16: (a) Espectro de massas MS’ observado para o fon de m/z= 286,9416; (b)
Espectro de massas MS' apresentado para o ion de m/z= 286,9439; (c) Sobreposicio dos
espectros de massas MS' referentes ao ion medido de m/z= 286,9416 ¢ ion calculado de

m/z= 286,9439.

A sobreposicao realizada indica uma grande semelhanca entre o ion medido e o ion
observado e, portanto, a formula molecular apresentada possivelmente se refere ao

Ci2H,0,Cl;.
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8- CONCLUSAO

A metodologia desenvolvida permitiu a analise de perturbadores enddcrinos em
niveis tragos nas aguas do rio das Velhas. A quantificacdo destas substancias sé foi
possivel devido a sensibilidade e acuracia do instrumento utilizado. O cromatédgrafo
liquido acoplado a um espectrometro de massas, que possui IT e TOF como analisadores
de massas apresenta uma Otima resposta para os compostos estudados, contudo,
dificuldades como a supressdao dos analitos de interesse durante a ioniza¢do ainda nao
foram totalmente superadas. Soma-se a estas ainda a dificuldade, em especial, na analise
do nonilfenol devido a quantidade de isdmeros que este possui.

O Brasil, assim como em outros paises, ndo possui nenhum parametro de
regulagdo dos perturbadores endocrinos estudados em aguas utilizadas para consumo,
contudo, os riscos ocasionados por estes a saide humana devem ser considerados. Os
hormonios como o etinilestradiol possuem elevada estrogenicidade e ocasionam efeitos
adversos a satde em menores doses, contudo, a eventualidade em que estes foram
encontrados, indicam que os riscos que estes apresentam a saude do homem s3o menos
significativos quando comparados ao bisfenol. Os valores encontrados para o bisfenol na
agua bruta sdao expressivos (de 8,6 a 168,3ng/L), pois esta substancia foi encontrada em
todas as amostras analisadas, contudo, para verificar o real risco que este apresenta a saude
deve-se fazer um estudo em 4guas tratadas. Assim estudos mais detalhados da degradagao

deste composto nas ETAs sdo necessarios.
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9- PERSPECTIVAS

Para trabalhos futuros sugere-se a quantificacdo de outros microcontaminantes
encontrados, tais como o di(etil)hexil ftalato, octilfenol, cafeina, entre outros, para avaliar
os niveis em que estes estdo presentes no rio das Velhas e em outros corpos d’ agua
brasileiros, uma vez que este estudo mostrou que diversos outros compostos foram
encontrados no rio das Velhas.

Também ¢ importante avaliar a presenca destes perturbadores nas estacdes de
tratamento de 4gua e a eficiéncia que estes possuem na remogao destes compostos da dgua
para consumo, visto que ainda sdo poucos os estudos publicados de remogdo de

microcontaminantes organicos em aguas brasileiras.
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