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RESUMO

O desenvolvimento populacional e industrial tem causado aumento da poluicdo e,
consequentemente, na contaminagdo dos ecossistemas aquéticos. Pesquisadores de diversas
areas tém estudado uma classe de substancias quimicas (naturais ou antrdpicas) que nao
possuem legislacdo regulamentada, denominada contaminantes emergentes. Uma das
principais vias de entrada dessas substancias aos corpos d’agua € pela descarga de esgoto (bruto
ou tratado) e pelos residuos de animais. Estudos apontam que a exposi¢do continua a esses
contaminantes podem causar disfuncdes no sistema enddcrino de animais e seres humanos, por
isso, sdo classificados como interferentes enddcrinos. Tais substancias podem ocasionar
feminilizacdo de peixes, anomalias no sistema reprodutor de algumas espécies de animais,
incidéncia de alguns tipos de cancer em seres humanos, diminui¢do de espermas em homens
entre outros efeitos. Os estrogénios naturais estrona (E1), 17p-estradiol (E2), estriol (E3) e o
sintético 17a-etinilestradiol (EE2) pertencem a essa classe de substancias. Diante disso, surge-
se a preocupacdo em determinar e quantificar a presenca desses estrogénios nas aguas
superficiais do Lago de Furnas, no entorno do municipio de Alfenas — MG, uma vez que o lago
é de grande importancia regional, influenciando a agricultura, a piscicultura, atividades de pesca
(esportiva e profissional) e lazer. Nesse trabalho foi validada uma metodologia analitica para
determinar e quantificar os quatro estrogénios, utilizando a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com deteccdo por ultravioleta com arranjo de diodos (DAD) e por
fluorescéncia (FLD). A validacdo do método foi conduzida seguindo a avaliagdo dos
parametros: linearidade, seletividade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo, limite de
quantificacé@o e robustez. Na etapa de pre-concentragcdo das amostras foi realizado extragdo em
fase solida, para tal, foi feito um planejamento de experimentos a fim de determinar as melhores
condicdes de extracdo, tais como, marca do cartucho, vazao da fase movel durante a extragéo,
pH da amostra e solvente de elui¢do. Diante dos altos valores agregados a compra de cartuchos
para 0 desenvolvimento da extracdo em fase sdlida foi feito uma tentativa de reutilizacdo dos
mesmos, porém, de acordo com os valores de recuperacdo obtidos os procedimentos néo
obtiveram éxito. As 5 campanhas de amostragens de aguas superficiais foram realizadas no
Lago de Furnas em cinco pontos diferentes entre 0s meses de dezembro de 2015 a maio de
2016. O ponto 1 esta localizado proximo a estacdo de tratamento de esgosto do municipio de
Alfenas - MG e o ponto 5 0 mais distante desse local. Todos os estrogénios, exceto E1, foram
encontrados em todas as amostragens realizadas em pelo menos um dos pontos de coleta. As
concentracdes de E3, E2 e EE2 variaram de 11-366, 75-9998 e 63-422 ng.L™?, respectivamente.
Esses resultados estdo coerentes com diversos trabalhos divulgados na literatura cientifica.

Palavras-Chave: Validacdo de metodologia analitica, estrogénios, interferentes
enddcrinos, Lago de Furnas.



ABSTRACT

Population and industrial development has caused increased pollution, and consequently, the
contamination of aquatic ecosystems. Researchers from various fields have studied a class of
chemicals (natural or anthropogenic) that have no regulated legislation called emerging
contaminants. One of the main entry routes of these substances to water bodies is the discharge
of sewage and waste of animals. Studies indicate that continuous exposure to these
contaminants can cause dysfunctions of the endocrine system of animals and humans, therefore
they are classified as endocrine disruptors and can cause feminization on fish, the incidence of
some cancer types in humans, decreased sperm in Men, among other effects. Natural hormones
estrone (E1), 17p-estradiol (E2), estriol (E3) and the synthetic hormone 17a-ethinylestradiol
(EE2) belong to this class of substances. Thus arises the concern to determine and quantify the
presence of these hormones in Furnas Reservoir surface water surrounding the city of Alfenas
- MG, as the lake is of great regional importance, influencing agriculture, fish farming, fishing
activities (sports and professional) and leisure. In this work an analytical methodology was
validated to determine and quantify the four hormones, using high-performance liquid
chromatography (HPLC) with detection by ultraviolet rays with arrangement of diodes (DAD)
and by fluorescence (FLD).Validation of the method was conducted following the evaluation
of parameters: linearity, selectivity, precision, accuracy, detection limit, quantification limit and
robustness. In the pre-concentration of the sample stage extraction was carried out in solid
phase, for this purpose was made a recovery experimental design to determine the best
extraction conditions such as cartridge marks, flow of eluent, pH of the sample and eluting
solvent. Given the high added values to the purchase of cartridges for the development of solid
phase extraction was made an attempt to reuse the same, however, according to the recovery
values obtained the procedures were unsuccessful. The 5 surface water sampling campaigns
were carried out in Furnas Reservoir in five different points between the months of December
2015 to May 2016. Point 1 is located near the sewage treatment plant in the city of Alfenas -
MG and the point 5 farther from that location. All estrogens, except E1, were found in all
samples collected in at least one of the collection points. The concentrations of E3, E2 and EE2
ranged from 11-366, 63-422 and 75-9998 ng.L?, respectively. These results are consistent with
several studies published in scientific literature.

Keywords: validation of analytical methodology, estrogens, endocrine disruptors, Furnas
Reservoir.
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1- INTRODUCAO

A 4gua é certamente o composto quimico mais abundante na Terra e um recurso
fundamental para a existéncia da vida, pois, € crucial para o consumo humano e também para
inimeros setores como, agricola, pecuario, industrial e elétrico. Ao longo das Ultimas décadas
0 crescimento populacional acelerou a expansdo de todos esses setores, agravando a escassez
de fontes hidricas e tornando assim, um problema mundial no que diz respeito a utilizacéo e
consumo de 4gua (CHONG; JIN; CHOW, 2010; GORGA et al., 2015; HUANG et al., 2015).

De acordo com os dados da SABESP (2015) a quantidade de agua que banha o planeta
Terra é de aproximadamente 1,4 bilhdes de Km?® e desse valor apenas cerca de 2,5% ¢ de agua
doce. Desse total de agua doce, aproximadamente 68,9% esta na forma de geleiras, polos e
icebergs. Cerca de 29,9% esta em leitos subterraneos, 0,9% € encontrada em outros lugares e

apenas 0,3% esta disponivel nos rios e lagos, como representado na Figura 1.1.

0,3%
29%
CALOTAS POLARES
B AGUAS SUBTERRANEAS
B RIOS E LAGOS - 69,8% "
W OUTROS 0,9%

N 2,5%

B AGUA SALGADA
AGUA DOCE

Figura 1.1: Representacdo da distribuicdo de 4gua no planeta Terra
Fonte: Adaptado de SABESP (2015).

Apesar da distribuicdo de agua doce ser desigual nas regides brasileiras, uma vez que,
ha grandes quantidades de agua localizada onde ha o menor contingente populacional, o Brasil
é um pais privilegiado em comparacéo aos outros, pois, possui cerca de 13% de toda agua doce
disponivel no planeta (SABESP, 2015).

O despejo de compostos sintéticos no meio ambiente tem afetado as fungdes
fisioldgicas e enddcrinas de organismos aquéticos (BENOTTI et al., 2009; GOKS@YR, 2006).
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Essas substancias potencialmente tdxicas das quais o0s efeitos ou a presenca no ambiente sao
ainda pouco conhecidos foram denominadas contaminantes emergentes. Esse assunto tem
recebido a atencdo de pesquisadores da area, uma vez que ndo possuem nenhuma legislagcdo
vigente e se fazem cada vez mais presentes nos ecossistemas aquaticos, tornando-se um risco
para a vida de animais e de seres humanos (GAVRILESCU et al., 2015). Apesar do Brasil ser
privilegiado em relacdo ao volume de &gua doce disponivel, essa &gua estd concentrada
principalmente na regido norte do pais, caracterizada por baixa densidade populacional. Na
regido sudeste onde esta concentrada grande parte da populacao brasileira, 0s recursos hidricos

estdo seriamente comprometidos.

O reservatorio de Furnas, localizado ao sul/sudoeste do estado de Minas Gerais,
constitui uma das mais importantes areas econdmicas do Brasil. Foi criado em funcdo da
instituicdo da Central Hidrelétrica de Furnas pelo Decreto Federal nUmero 41.066 em 1957,
devido a grave crise energética ocorrida na época que ameacava 0s trés principais centros
socioecondmicos: Belo Horizonte, Rio de Janeiro e S&o Paulo. As obras iniciaram-se em 1958
e em 1963 inaugurou-se a primeira unidade. Hoje, a empresa conta com dez usinas hidrelétricas
e duas termelétricas (IGAM, 2013).

Furnas € um dos maiores reservatorios do Brasil devido sua area de inundagéo ser de
1.440 km? (Figura 1.2). Esse reservatério atinge uma populacdo de aproximadamente 800.000
habitantes (IBGE, 2009) banhando 34 municipios mineiros (Quadro 1) e é de suma importancia

em diversos segmentos da economia desses municipios.

Quadro 1: Municipios mineiros banhados pelo reservatoério de Furnas

Aguanil Campos Gerais Fama Pimenta

Alfenas Cana Verde Formiga Ribeirdo Vermelho
Alpinépolis Candeias Guapé Séo Jodo Batista do Gléria
Alterosa Capitolio Ilicinea Sdo José da Barra

Areado Carmo do Rio Claro Juruaia Serrania

Boa Esperanca  Coqueiral Lavras Trés Pontas

Cabo Verde Cristais Nepomuceno Varginha

Camacho Divisa Nova Paraguacu

Campo do Meio  EI6i Mendes Perddes

Fonte: ALAGO - Associagdo dos municipios do Lago de Furnas.



Pargindy, Nachonmal
da Soir. Ganas

T S
g pron frieg e ifowais
[pnidag Polpio)

K
-*'\..t

__ i . - l.l
1 [ - Tk

il 3 < - _.-::-.-l.- % . = w
; : . Represa ' :
- e de Furnas . SCrses
s & : eﬁm Bula
X 2 offcien whguan :
spiCan Rig Clara L

-t s

e ik o S wuw.'_ “ifion Espe

TR B

i o S wginhs Pontas

& L f
(¥ o
’f.‘:%

s (\; Warginha
o P, P AR 4

k Lr

A Eioi Manalh :

~ % o —

id e ey
3 ' Pose Pundsl, X :
. . %

Figura 1.2: Mapa do reservatério de Furnas

Fonte: ALAGO - Associacdo dos municipios do Lago de Furnas.
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Dentre as diversas atividades econdmicas desenvolvidas nessa area, a Piscicultura se

destaca, uma vez que, existem aproximadamente 500 piscicultores e mais de 5000 tanques de

criacdo de peixes no entorno do Lago de Furnas (IGAM, 2013). Devido a questdes logisticas

(custos das viajens) e proximidade a Itajuba — MG, o municipio de Alfenas foi escolhido para

0 presente estudo. Além disso, no ano de 2013 uma pesquisa desenvolvida pela Epamig

(Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais), apontou que dentre 0s municipios

banhados pelo Lago de Furnas, Alfenas foi o que apresentou maior indice de poluigdo das

aguas.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Validar e otimizar uma metodologia analitica afim de determinar e quantificar a

presenca dos estrogénios naturais estrona, estriol, 17B-estradiol e o estrogénio sintético 17a-

etinilestradiol nas &guas superficiais do Lago de Furnas no municipio de Alfenas - MG.

1.1.2 Objetivos especificos

v

AN N N NN

Validar uma metodologia analitica por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) para monitorar os estrogénios estriol, 17p-estradiol, 17a-etinilestradiol e
estrona;

Otimizar as condigdes de extracdo em fase sdlida e cromatogréficas;

Efetuar estudos de recuperagéo do analito;

Planejar a execucdo da amostragem;

Aplicar a metodologia validada em amostras de agua coletadas no Lago de Furnas;

Tentar reutilizar os cartuchos usados na extracédo em fase solida.
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2- FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Contaminantes emergentes

Contaminantes ou poluentes emergentes sdo substancias potencialmente toxicas cujos
efeitos ou a presenga no ambiente sdo ainda pouco conhecidos. Tais substancias podem ser as
que ja vém sendo utilizadas ha muito tempo assim como, 0s novos compostos decorrentes dos
avancos tecnologicos (DEBLONDE; COSSU-LEGUILLE; HARTEMANN, 2011;
MARCOUX et al., 2013; SORENSEN et al., 2015).

Atualmente ndo ha uma listagem exata de classificacdo dos contaminantes emergentes,
nem normativas ou legislacdo vigente para o controle dessas substancias no meio ambiente,
portanto, ndo estéo incluidas em programas de monitoramento de rotina e o seu destino e efeitos

toxicologicos ainda ndo estdo bem estabelecidos (MARCOUX et al., 2013).

Vaérias classes de compostos quimicos sdo considerados contaminantes emergentes,
principalmente produtos utilizados em grandes quantidades rotineiramente para consumo
humano e nos setores industriais e agricolas, como por exemplo, pesticidas, herbicidas, ftalatos,
produtos farmacéuticos, compostos polialogenados, produtos de higiene pessoal, surfactantes e
residuos de surfactantes, plastificantes, aditivos industriais entre outros. Essas substancias
podem causar efeitos deletérios ao ambiente, pois, além de serem persistentes no meio que
adentram, so introduzidos continuamente (PETROVIC; GONZALEZ; BARCELO, 2003).

Existem vérias vias de contaminacdo como, por exemplo, emissbes de rejeitos
industriais, rejeitos urbanos, entre outras. Contudo uma das principais fontes de contaminacgéo
é por meio de aguas residuais urbanas ndo tratadas e os efluentes de estacdes de tratamento de
esgoto (ETE). Uma vez que, a maioria das ETEs ndo sdo providas de infraestrutura que
possibilite o tratamento de tais substancias, grande parte dos compostos emergentes e seus
metabolitos sdo eliminados juntamente com os efluentes de esgoto atingindo os corpos d’agua
(BOLONG et al., 2009; PETROVIC; GONZALEZ; BARCELO, 2003).

A maioria dessas substancias quimicas sdo detectadas no meio ambiente em
concentracio de ng.L™, porém, alguns desses compostos tém sido associados a efeitos como,
disfuncao enddcrina, distdrbios histopatologicos e feminizacdo de algumas espécies de animais
marinhos (BIRCH et al., 2015)
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2.2 Interferentes enddcrinos (IEs)

No Brasil diferentes denominagdes tém sido designadas para o termo conhecido
mundialmente como “Endocrine Disruptors” (ED) ou “Endocrine Disruptors Chemicals”
(EDCs), chamados por pesquisadores brasileiros de “Interferentes Enddcrinos”,
“Desreguladores Endocrinos”, “Alteradores Enddcrinos”, “Disruptores Endocrinos”, entre
outros (GHISELLI; JARDIM, 2007). Nesse trabalho serd adotado o termo “Interferentes
Endocrinos” (IEs).

Muitas defini¢bes sobre interferentes enddcrinos sdo apresentadas na literatura, porém,
a maioria dos pesquisadores definem IEs como um grupo heterogéneo de substéncias
potencialmente capazes de causar alguma disfuncdo no sistema endécrino em algumas espécies
de animais e seres humanos (BILA; DEZOTTI, 2007; FERREIRA, 2013; PESSOA et al.,
2014).

Esse grupo de substancias quimicas abrange muitas classes tais como, plastificantes,
tensoativos, farmacos, produtos de higiene pessoal, horménios estrogénios, dioxinas,
pesticidas, metais pesados e compostos policlorados (BILA; DEZOTTI, 2007).

Os IEs chegam aos ambientes aquaticos por diferentes vias de contaminagdo, como
esgotos domesticos, escoamentos agrarios e outras vias (ESPERANZA et al., 2007).

Os horménios estrogénios naturais e sintéticos tém chamado a atencdo de estudiosos da
area, por serem detectados em aguas de superficies e apresentar efeitos pertubadores do sistema
enddcrino de organismos em contato com essas substancias (SHIN; OH; SHIN, S. K., 2011).
Os hormdnios estrogénios comumente encontrados em aguas residuais séo, estrona (E1), 17p-
estradiol (E2) e estriol (E3), que sdo horménios naturais e 17a-etinilestradiol (EE2) que é um
estrogénio sintético amplamente utilizado em pilulas anteconcepcionais (RACZ; GOEL, 2010;
YING; KOOKANA; RU, 2002).

Os IEs sdo divididos em trés grupos: estrogénios que sdo o0s estrogénios esterdides
naturais e sintéticos; fitoestrogénios substancias originadas de plantas e xenoestrogénios

substancias sintéticas utilizadas em produtos industriais.

2.2.1 Sistema enddcrino

O sistema enddcrino é um sistema complexo que coordena e regula a comunicacédo entre
as celulas. Esse sistema é constituido por varios tecidos que interagem entre si e 0 resto do
corpo, através de sinais mediados pelos hormonios. O sistema enddcrino (Figura 2.1) €

constituido por um conjunto de glandulas localizadas em diferentes areas do corpo, como
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hipofise na base do cérebro, a tireoide, as gbnadas e as glandulas suprarrenais, e pelos
horménios por ela sintetizados, tais como a tiroxina, 0s estrogénios e progestagénios, a
testosterona e a adrenalina (KABIR; RAHMAN, M. S.; RAHMAN, 1., 2015; REIS FILHO;
ARAUJO; VIEIRA, 2006).

Hipofise ou Pituitaria

Paratireoides

Tireodide
Timo
Suprarrenais

Pancreas
Ovarios

Testiculos

Figura 2.1: Representacdo do conjunto de glandulas que compdem o sistema enddcrino

Fonte: Ghiselli; Jardim (2007).

As glandulas secretam somente a quantidade necessaria de horménio e em momentos
especificos, tornando o sistema endocrino sensivel e preciso. O hipotalamo é responsavel por
produzir hormdnios, os quais serdo armazenados e liberados pela hipofese, que é a principal
glandula do sistema enddcrino. Porém, esse sistema pode ser influenciado por diferentes
estimulos externos. A maioria dos efeitos dos IEs é atribuida a funcdo das gbnadas, que
controlam o desenvolvimento de diferenciacdo sexual, caracteristicas sexuais secundarias, e o
funcionamento dos orgaos sexuais (LINTELMANN et al., 2003).

Esse sistema é responsavel pelo controle de muitos processos, como a diferenciacéo das
células para o desenvolvimento e formacdo dssea para a idade adulta, além de controlar o
metabolismo e reproducdo dos seres humanos. Seu funcionamento se da por meio da
comunicacdo entre diferentes tipos de células e horménios, que através da corrente sanguinea

produzem efeitos sobre as células e tecidos. Tais hormdnios sdo mensageiros quimicos que sao
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identificados pelas células através de receptores, que sdo estruturas proteicas especializadas em
reconhecimento molecular. Depois da aproximacgédo e interacdo (hormdnio-receptor) ocorre
uma série de reacdes bioquimicas, levando a respostas bioldgicas especificas (CHEVALIER,;
FENICHEL, 2015; KABIR; RAHMAN, M. S.; RAHMAN, 1., 2015; REIS FILHO; ARAUJO;
VIEIRA, 2006).

2.2.2 Efeitos e mecanismos de acdo dos interferentes enddcrinos

Os interferentes enddcrinos podem estar relacionados a formacéo de alguns tumores e a
progressdo maligna de alguns canceres, tais como, de mama, de testiculo e de préstata. Esse
fato esta intimamente ligado a exposicdo inadequada ou prolongada a horménios estrogénios.
A inducéo de estrogénios acarreta na proliferacdo celular e aumento da probabilidade de ocorrer
mutacOes durante a sintese do DNA. Os sistemas fisiologicos afetados por esta perturbacéo
provavelmente incluem todos os sistemas hormonais que vao desde o desenvolvimento e fungéo
dos orgdos reprodutivos até mesmo a causa de obesidade, diabetes do tipo 2 ou doenca
cardiovascular (BILA; DEZOTTI, 2007; CHEVALIER; FENICHEL, 2015; HAMPL;
KUBATOVA; STARKA, 2014).

O marco comprobatorio de que esses produtos atingem o sistema hormonal é o caso do
dietilbestrol (DES), que em 1931 era prescrito para mulheres gestantes com idade superior a 30
anos, para prevencao ao aborto espontaneo. Porém, 40 anos depois (1971), descobriu-se que a
maioria das filhas dessas mulheres eram estéreis e algumas desenvolveram um tipo raro de
cancer na vagina (em 1971), enquanto os filhos adultos apresentavam um risco maior de
desenvolver cancer nos testiculos (SILVA; MELO; OLIVEIRA, 2007).

Diversos estudos tém sido realizados na tentativa de prever os mecanismos de a¢do dos
IEs, uma vez que, as substancias quimicas identificadas como IEs séo diferentes em muitos
aspectos e ndo apresentam estruturas quimicas semelhantes. A acdo dos interferentes
enddcrinos podem ser mediadas pela ligacdo direta por sistemas enzimaticos em receptores
nucleares ou de membrana, esterdides e ndo esteroides, incluindo neurotransmissores. A ligacéo
a estes receptores resulta na estimulacdo ou inibicdo dos mecanismos de transcricdo ou pos-
transcricdo celular, interferindo com a atividade dos canais de ions ou de proteinas, que atuam
como segundo mensageiros (CASTRO-CORREIA; FONTOURA, 2015).

Os receptores nucleares (RNs) estdo envolvidos em diversas funcdes vitais, por
exemplo, o desenvolvimento fetal, homeostase, reproducdo e metabolismo. Os RNs estdo

divididos em: receptores de horménios esterdides (RESs), receptores de horménios andrégenos
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(RA), receptor de progesterona (RP), receptor de glucocorticoide (RG), receptor de
mineralocorticoides e os receptores de horménios da tiroide (RTs) (KABIR; RAHMAN, M. S.;
RAHMAN, ., 2015; KIYAMA; WADA-KIYAMA, 2015; SWEDENBORG et al., 2009).

Um determinado horménio natural inicia sua agao ao se ligar em um receptor hormonal
especifico, porém, os intereferentes enddcrinos também podem se ligar a esses receptores,
provocando diferentes respostas. Na Figura 2.2 esta apresentado um esquema simplificado dos

efeitos que podem ser causados em nivel celular.

A - Resposta natural

=

B - Efeito Agonista

Mimetizador Blogueador
Horménia Hormonal Hormonal
T == =
=4 L = w
—
Célul Célula .
Célula * I . Il
- Receptor Receptor
Receptor
Efeito

1

C - Efeito Antagonista

Figura 2.2: Representacdo esquemaética das alteracfes enddcrinas: A- resposta natural; B- Efeito Agonista e
C- Efeito Antagonista

Fonte: Ghiselli; Jardim (2007).

A- Resposta natural: nesse caso a célula age em processo normal uma vez que, o horménio
natural se liga a seu receptor e ativa 0s genes no nucleo da célula para produzir respostas
biologicas apropriadas. No caso do estrogénio, essas proteinas aceleram a divisdo celular
(GHISELLLI; JARDIM, 2007).

B- Efeito Agonista: o interferente enddcrino é semelhante ao estrogénio, podendo se
ligar ao receptor hormonal como o substrato natural e “ativad-lo”, produzindo uma resposta.
Nesse caso, o |IE vai mimetizar a acdo de um determinado hormdnio natural e a célula estara
sob efeito de um mimetizador (GHISELLI; JARDIM, 2007).

C- Efeito Antagonista: o IE ao se ligar no receptor hormonal ndo produzird nenhuma
resposta e ira bloquear a acdo de um determinado horménio natural, impedindo que esse se
encaixe ao receptor, fazendo com que a célula fique sob o efeito de um bloqueador (GHISELLI;
JARDIM, 2007).
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Os IEs que agem como mimetizadores ou bloqueadores competem entre si pelos
receptores hormonais. A substancia quimica que vencer essa competicao ird alterar a atividade
celular, modificando as respostas, sinais e mensagens das células desencadeando implicacdes
no desenvolvimento hormonal (KABIR; RAHMAN, M. S.; RAHMAN, I., 2015).

Em resumo, os IEs podem agir, imitando a resposta de um hormonio natural;
bloqueando os receptores hormonais afetando a biossintese, 0 metabolismo e transporte dos
hormdnios naturais; além disso, podem agir a nivel do genoma, influenciando a expressao de
genes (HAMPL; KUBATOVA; STARKA, 2014; LINTELMANN et al., 2003).

2.2.3 Vias de contaminacao por interferentes endocrinos

Os interferentes endocrinos podem atingir os corpos d’agua tanto por fontes pontuais
como difusas. As fontes pontuais apresentam um ponto de entrada no meio ambiente bem
caracterizado, geralmente pelos corpos d’dgua. Esse grupo engloba os derramamentos
acidentais, atividades de mineracao, enchentes, descargas de efluentes industriais e domésticos.
Em contrapartida as fontes difusas ndo apresentam um meio de entrada bem caracterizado no
meio ambiente, como as deposi¢Oes atmosféricas e escoamentos superficiais, na maioria dos
casos proveniente das praticas agricolas (GHISELLI; JARDIM, 2007; HAMID;
ESKICIOGLU, 2012).

Porém, os meios de exposi¢cdo aos IEs ndo estdo relacionados apenas ao contato com
aguas contaminadas por eles. De acordo com Aquino et al., (2013) a exposicao aos interferentes

enddcrinos podem ser a partir de trés origens:

e Origem humana: uso de medicamentos, excrecdo de hormdnios naturais, produtos de
limpeza e higiene pessoal;

e Origem na agropecudria: excrecdo de hormdnios naturais, aplicacdo de promotores de
crescimento nos animais, uso de pesticidas, retso de lodo de ETE na agricultura;

e Origem industrial: industria farmacéutica, producéo de plastico, entre outras.

No caso dos hormdnios estrogénios a fonte mais proeminente para que chegem aos
ecossistemas aquaticos é por meio de efluentes domésticos, uma vez que 0S Processos
convencionais aplicados nas ETEs ndo removem totalmente essas substancias (CHANG et al.,
2011; GOMES; SCRIMSHAW:; LESTER, 2003; LIU; KANJO; MIZUTANI, 2009).

No entanto, além do esgoto doméstico ha outras vias de entrada dessas substancias (I1Es)

no meio ambiente, tais como: Lixiviagdo de campos irrigados com efluente de esgoto, de aterros
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sanitarios ou de areas agricolas adubadas com esterco; Efluentes de cooperativas e de viveiros;
Escoamento de pastagens; Efluentes e residuos industriais; Residuos excretados por animais,
como por exemplo, gados e suinos (BAREL-COHEN et al.; KHANAL, et al., 2006).

2.3 Interferentes enddcrinos - hormaonios estrogénios

Nas ultimas décadas a medicina veterinaria e empreendedores tém usado de forma
inadequada os horménios para a reproducédo de peixes fémeas e engorda de gados e aves, além
disso, tém se tornado cada vez mais comum o0 consumo de medicamentos como,
anticoncepcionais e repositores hormonais. Diante desses fatos, a comunidade cientifica se
atenta para 0 uso e consumo dos horménios sexuais estrogénios, por se tratarem de substancias
extremamente ativas e apresentarem maior potencial de acdo no sistema enddcrino se
comparado a outras substéncias consideradas como interferentes endocrinos (HAMID;
ESKICIOGLU, 2012; NOOPE et al., 2008).

O colesterol € o precursor das cinco principais classes de hormdnios esteroides que sao
estrogénios, androgenos, progestagenos, glicocorticoides e mineralocorticoides. Essas classes
de hormdnios estdo divididas de acordo com suas caracteristicas estruturais. Em todas essas
classes existem hormonios naturais e sintéticos (GUEDES-ALONSO et al., 2014).

Os estrogénios sdo esterdides hormonais, substancias lipossoluveis e de baixa massa
molar, sdo os principais responsaveis pelo crescimento, pela reproducéo de espécies animais,
incluindo os seres humanos e também por regularem outros processos fisioldgicos, tais como,
a funcdo imunologica e a homeostase mineral. Em geral sdo rapidamente absorvidos pelo
organismo e, entdo, metabolizados no figado (HAMID; ESKICIOGLU, 2012; NOOPE et al.,
2008; KIELDSEN; BONEFELD-JZJRGENSEN, 2013).

2.4 Hormonios estrogénios em estudo

Os estrogénios naturais estrona, 17p-estradiol, estriol e o sintético 17a-etinilestradiol,
sdo 0s horménios estrogénios mais comumente encontrados no meio ambiente, apresentam
elevado potencial estrogénico e alta adsorcdo a solos e sedimentos. Além disso, 0 consumo
mundial de estrogénios sintéticos tem aumentado exponencialmente nos ultimos 50 anos,
devido ao seu uso como métodos contraceptivos, terapias de reposi¢cdo hormonal e no setor
veterinario como promotores de crescimento. Com isso, esses estrogénios tém se tornado cada
vez mais presentes em ecossistemas aquaticos (BAREL-COHEN et al., 2006; GUEDES-
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ALONSO et al., 2014; JARDIM et al., 2012; JOHNSON; BELFROID; DI CORCIA, 2000;
LIU, B.; LIU, X., 2004; RACZ; GOEL, 2010).

Na Tabela 2.1 estdo apresentadas algumas propriedades quimicas dos hormonios
estrogénios em estudo: estrona (E1), 17B-estradiol (E2), estriol (E3) e 17a-etinilestradiol (EE2).

Tabela 2.1: Caracteristicas quimicas dos estrogénios estrona, 17B-estradiol, estriol e 17a-etinilestradiol

Sigla  CAS Formula Massa Log K Solubilidade pKa
molecular molar Kow  SOr¢do em agua mg.
(g.mol™) L (20°C)
El 53-16-7 C18H220> 270,37 3,13 4882 30 10,4
E2 50-28-2 C1gH240> 272,30 4,01 3300 3,6 10,4
E3 50-27-1 C18H2403 288,37 2,45 1944 116 --
EE2 57-63-6 C20H240: 296,41 3,67 4770 441 10,46- 10,7

pKa; cologaritimo da constante de dissociacdo acida; Log Kow: coeficiente de particdo octanol-agua; k sorcao:

constante de sorcao.

Fonte: Ghiselli; Jardim (2007); Hamid; Eskicioglu (2012).

As caracteristicas quimicas dos estogénios em estudo mostram que sdo compostos
moderadamente hidrofobicos, com valores de coeficientes de particdo octanol-4gua maiores
que 2,81, aléem de apresentarem baixa solubilidade e altos valores de pKa, o que indica baixa
dissociacdo dos hormdnios em meios aquosos. Por outro lado, diante dos altos valores do
coeficiente de sorcéo espera-se que esses hormdnios apresentem alto potencial de sor¢édo em
solos e sedimentos, 0 que causa reducdo de suas concentracfes em meios aquosos (DOLAR et
al., 2012; LAl et al., 2000; SILVA; OTERO; ESTEVES, 2012; YING; KOOKANA; RU, 2002).

A estrutura quimica dos estrogénios é composta por 17 atomos de carbono dispostos em
quatro anéis ligados entre si, estrutura conhecida como ciclo-pentano-peridro-fenantreno. Esta
estrutura pode conter ligagcdes duplas, grupos metilas, carbonilas e hidroxilas que dardo origem
a uma série de horménios derivados. Embora, 0s quatro estrogénios em estudo possuam
estruturas quimicas semelhantes, eles se diferenciam pelos radicais do carbono 16, e no caso do
17a-etinilestradiol nos carbonos 16 e 17, como apresentado na Tabela 2.2 (GUEDES-ALONSO
et al., 2014; LINTELMANNI et al., 2003; YING; KOOKANA; RU, 2002).
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Tabela 2.2: Estrutura basica de um estrogénio e de: estrona, 17p-estradiol, estriol e 17a-etinilestradiol

Estrutura bésica Estrogénio C16 C17
Estrona
— |
I
12 17p-estradiol ——m OH
1177 g
| v | 16
/1%10/?\3/1‘;'“~15 Estriol womnilOH  ———t OH
|| 5‘|; i ;|’ i
Ho” 7 e .
170- - OH
tinilestradiol
etinilestradio «nlC=CH

Fonte: Adaptada de Guedes - Alonso et al. (2014).

2.4.1 Estrona

A estrona (Figura 2.3) é considerada um estrogénio natural feminino. Porém, esta
presente na circulacdo sanguinea de homens e mulheres, sendo excretado diariamente por
ambos. Esse fato causa o aumento da concentracdo desse estogénio em efluentes de aguas
residuais. Mulheres no periodo de menopausa apresentam concentracdo de estrona no plasma
sanguineo consideravelmente maior em comparacgao as concentragdes dos estrogénios estriol e
17p-estradiol (ZHANG et al., 2013).

A estrona (E1) pode ser proveniente da degradagdo por oxidac¢do do PB-estradiol. Em
termos de potencial estrogénico, E1 é cerca de duas a trés vezes menos potente que p-estradiol
(PRATER; HORTON; THOMPSON, 2015).

Os grupos funcionais presentes na molecula desse hormdnio podem facilitar a formacao
de ligacdes de hidrogénio da molécula de estrona com a superficie de algumas membranas,
segundo o estudo de NGHIEM et al. (2004).

==

HO

Figura 2.3: Representacdo estrutural molecular do estrogénio estrona

Fonte: Arquivo pessoal.



28

2.4.2 Estriol

O estrogénio natural estriol (Figura 2.4) estd presente na circulacdo sanguinea de
homens e mulheres. Durante a gravidez, é produzido pela placenta e hd& um aumento em sua
concentracdo, com isso a quantidade de estriol excretada por gestantes é significativamente
maior em comparacao a excrecdo dos estrogénios estrona e 17p-estradiol. O estriol é um
metabolito proveniente da oxidacdo do B-estradiol (PRATER; HORTON; THOMPSON, 2015).

OH
CH,

Al OH

a={111LLN

HO
Figura 2.4: Representacdo estrutural molecular do estrogénio estriol

Fonte: Arquivo pessoal.

2.4.3 17p-estradiol

O 17pB-estradiol (E2), representado na Figura 2.5, € um estrogénio natural que estimula
a proliferacdo e crescimento nos orgdos do trato reprodutivo, ativa o desenvolvimento do
endométrio do Utero, e influencia na libido (LINTELMANN et al. 2003).

A molécula desse estrogénio possui no total 18 atomos de carbono e conta com um
grupo hidroxila ligada ao anel de cinco membros e um anel fenolico, que é o componente
estrutural responsavel pela alta afinidade em ligar-se ao receptor de estrogénio e elucidar a
resposta estrogénica. Sendo assim, processos que sejam capazes de alterar o anel fendlico
tendem a suprimir a afinidadde estrogénica pelo receptor. O grupo hidroxila no a&tomo de
carbono 17 pode estar na posicdo equatorial ou axial, o que influenciard seu potencial
estrogénico. O 17B-estradiol é cerca de 10 vezes mais potente que o 17a-estradiol, que é

proveniente de residuos de animais (HUBER et al., 2003).

Devido as vérias transformagfes que os hormdnios podem sofrer nos organismos de
seres humanos e animais, o E2 é rapidamente oxidado a estrona, que pode ainda ser convertido
em estriol, o principal produto de excrecdo (GUEDES-ALONSO et al., 2014; STUMPE;
MARSCHNER, 2009; YING; KOOKANA; RU, 2002).
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Figura 2.5: Representacdo estrutural molecular do estrogénio 17p-estradiol

Fonte: Arquivo pessoal.

2.4.4 17a-etinilestradiol

O 17a-etinilestradiol (EE2), representado na Figura 2.6, € um derivado do horménio
natural estriol. Embora ambos estrogénios possuam estruturas quimicas semelhantes o EE2 ¢
mais resistente a biodegradacdo e apresenta maior afinidade pelo receptor de estrogénio.
Pesquisas apontam que a resposta estrogénica do EE2 em comparacdo as respostas dos
horménios 17p-estradiol (E2) e estrona pode ser até duas vezes mais elevada para seres
humanos. Além disso, em estudos realizados em peixes, esse hormdnio tem se mostrado de 11-
30 vezes mais potente do que 0 E2 (ARIS; SHAMSUDDIN; PRAVEENA, 2014; COLMAN et
al. 2009; LIMA; SCHNEIDER; ESTEVES, 2012; SAARISTO et al., 2009; TOMSIKOVA et
al., 2012).

Esse hormdnio é atualmente utilizado na maioria das formulagbes de pilulas
anticoncepcionais, sua dosagem varia de 15 a 50 pg por comprimido. Devido a isso, sua
concentracdo em efluentes de aguas residuais tem aumentado, principalmente em paises que

visam controlar a taxa de natalidade como, por exemplo China (DUONG et al., 2010).

Além de ser usado como método contraceptivo e terapias de reposi¢cdo hormonal, a
agricultura e aquicultura também fazem uso de EE2 como promotores de engorda de aves e
gados, mudanca de sexo e otimizag&o do crescimento de peixes (KORNER et al., 2008; NOPPE
et al., 2008).
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Figura 2.6: Representagdo estrutural molecular do estrogénio 17a-etinilestradiol

Fonte: Arquivo pessoal.

2.4.5 Excrecgao dos estrogénios em estudo

Os estrogénios estrona, 17p-estradiol e estriol sdo excretados pela urina diariamente por
mulheres, animais fémeas e, em menor quantidade por homens (KUMAR et al., 2009). Na
Tabela 2.3 estdo apresentados os valores desses trés estrogénios excretados por humanos, porém
para as mulheres as quantidades variam de acordo com alguns periodos, como, menstruacao,
gestacdo ou menopausa (BILA; DEZOTTI, 2007; ZENG; LI; GU, 2009).

Tabela 2.3: Excrecdo diéria (g) de estrogénios por humanos

Estrogénio Excrecéao por Excrecdo por mulheres (pg.dia™®)
homens (ug.dia™®)
Menstruada Gravida Menopausa
Estrona 3,9 8,0 600 4,0
Estriol 1,5 4,8 6000 1,0
17B-estradiol 1,6 3,5 259 2,3

Fonte: Adaptado de Bila; Dezotti (2007).

Esses estrogénios ao serem excretados pela urina estdo na forma de conjugados polares,
predominantemente como glucoronideos e sulfatos (Figura 2.7). Essas moléculas podem
subsituir os radicais do C3 ou C17 nas moleculas dos estrogénios na forma desconjugada
(GORGA; PETROVIC; BARCELO, 2013; KUMAR et al., 2009; ZHENG et al., 2013).
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Figura 2.7: Representacgao estrutural molecular dos estrogénios (A) Estrona-3-Glucoronideo de Sédio,
B) Estiol-3-Sulfato de Sodio

Fonte: Zheng et al., (2013); Kumar et al. (2009).

Esses conjugados polares sdo biologicamente inativos e mais soliveis em agua em
comparacgdo a sua forma ndo conjugada. Entretanto, ha evidéncias que durante a excrecao € 0
transporte nos sistemas de tratamento de esgoto, ocorra reacfes de desconjugacdo por
microorganismos, convertendo assim, essas substancias em estrogénios livres novamente, o que
os tornam biologicamente mais ativos (GOEPPERT; DROR; BERKOWITZ, 2015; HAMID;
ESKICIOGLU, 2012; KUMAR et al., 2012; ZHAO et al., 2015).

2.5 Ecotoxicidade dos interferentes endocrinos

Estudos relatam que os sistemas reprodutivos de certos organismos terrestres e aquéaticos
sdo afetados por interferentes endocrinos, resultando no desenvolvimento de anormalidades e
na deteriorac&o reprodutiva nos organismos expostos (GULTEKIN; INCE, 2007; RICHTER et
al., 2007; VANDENBERG et al., 2009). Diante desses efeitos, varios testes e biomarcadores
tém sido desenvolvidos para detectar a atividade estrogénica dessas substancias quimicas
(SOLE; PORTE; BARCELO, 2001).

A atividade estrogénica é um indicativo da ocorréncia de algum efeito biol6gico em
decorréncia da presenca de alguma substancia quimica e ensaios in vivo e in vitro séo
alternativas que possibilitam identificar atividade estrogénica ou efeitos da amostra mesmo sem
0 conhecimento de suas propriedades quimicas (FERREIRA et al., 2007).

Diversos ensaios in vitro tém sido desenvolvidos, porém, os mais empregados para a
deteccdo de IEs sdo os ensaios que avaliam a proliferacdo celular, a interacdo com receptores

hormonais e de gene reporter em células de mamiferos ou leveduras, tais como:
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e MCF-7: proliferagdo de células induzida por compostos estrogénicos de células
mamarias humanas cancerigenas, baseado na contagem do numero de células.
Compostos adicionados ao meio de cultura inibem a proliferagdo dessas células, ja os
compostos estrogénicos induzem sua proliferacdo pela anulacéo desse efeito (SOTO et
al., 2004);

e ER-CALUX: é um ensaio de ativacdo quimica da expressdo génica da luciferase
mediante um receptor estrogénico (VAN DER BURG et al., 2010);

e Ensaio Lesk: atividade estrogénica medida através da emissdo de luz, quando ha ligacao
de compostos estrogénicos com o receptor de estrogénio (medida por lumindmetro). O
gene luc é o repdrter, portanto adiciona luciferina no meio de cultura das leveduras para
que a reacdo de producdo de luz ocorra fora da célula (LESKINEN et al., 2005);

e YES (Yeast estrogen screen ou ensaio com tela de levedura): avalia a capacidade de
um composto em mimetizar o estrogénio natural, para tal, utiliza a linha de células de
leveduras Saccharomyces cerevisiae geneticamente modificada. A sequéncia de DNA
do receptor de estrogénio humano foi inserida no genoma dessas leveduras com o intuito

de identificar compostos que apresentam atvidade estrogénica (LI et al., 2014).

Dias e colaboradores (2015), por meio do ensaio YES, analisaram a atividade
estrogénica em amostras de dguas das saidas de Estacdes de Tratamento de Agua convencionais
(ETA) e dos Rios Paraiba do Sul e Gandu em cinco cidades do estado do Rio de Janeiro. Ao
longo de alguns pontos dos rios e na saida da ETA a atividade estrogénica foi identificada em
niveis superiores a 1 ng.L™ . Mesmo nas aguas tratadas advindas do Rio Guandu 25% das

amostras analisadas estavam acima de 1 ng.L™.

Os hormdnios estrogénios possuem atividade estrogénica diferente dependendo de sua
origem. Os de origem sintética apresentam potencial estrogénico mais elevado que os de
origem natural. Um ensaio in vivo muito considerado para a investigacdo de contaminantes
estrogénios € o aumento da concentracdo de vitelogenina (VTG) em organismos aquaticos,
principalmente em espécies de peixes. A vitelogenina é uma fosfolipoglicoproteina que
desempenha papel crucial no sistema reprodutor de vertebrados oviparos fémeas. Essa proteina
é sintetizada no figado e transportada através da corrente sanguinea para 0s ovarios, onde sao
apreendidas pelos ovocitos em crescimento para atuarem no desenvolvimento embrionario
(MATOZZO et al., 2008; REIS FILHO; ARAUJO; VIEIRA, 2006; SOVERCHIA et al., 2005).

A sintese de VTG é regulada por horménios estrogénios, dentre eles pelo 17p-estradiol.

Portanto, como consequéncia do aumento da concentracdo de VTG no plasma sanguineo dos
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peixes fémeas durante a maturacdo sexual tém-se o aumento da concentragao do 17p-estradiol
(SOVERCHIA et al., 2005).

Em geral, a codificagdo do gene da VTG em individuos imaturos ou peixes machos é
inexistente ou fracamente expressada sob condigdes normais, possivelmente, pela concentracéo
baixa de estrogénio no plasma sanguineo. Uma vez que, a sintese de VTG é controlada por
estrogénios, o aumento da concentracao dessa proteina no sangue desses individuos representa
um biomarcador de exposicao a essas substancias (Figura 2.8) (MATOZZO et al., 2008; REIS
FILHO; ARAUJO; VIEIRA, 2006; SOVERCHIA et al., 2005).
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Figura 2.8: Representacdo simplificada de processas que leva a sintese do biomarcador de exposi¢do
VTG em peixes machos

Fonte: Reis Filho; Aradjo; Vieira (2006).

A exposicdo desses organismos a concentracfes de estrogénios tém sido estudada por
diversos pesquisadores a fim de avaliar os efeitos causados. Nos estudos de Gimeno et al.
(1998) e Jobling et al. (1998), foi observado que as espécies de peixes Cyprinus carpio e Rutilus
ruti sofreram feminizacdo ao ser expostos a estrogénios durante o periodo critico da

diferenciagdo sexual.

Kidd et al. (2007) realizaram um estudo com peixes da espécie Pimephales promelas
durante sete anos no noroeste de Ontario no Canada. Um lago foi contaminado com estrogénio
sintético 17a-etinilestradiol. Concluiram que a exposi¢do crbnica desses animais a esse

estrogénio em concentragdes de 5-6 ng.L? causou feminizacdo dos machos por meio da
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producdo de vitelogenina (VTG), impacto no desenvolvimento gonadal nos machos e nas

fémeas, e além disso, esses animais ndo conseguiram se reproduzir.

Korner et al. (2008) realizaram um estudo a fim de avaliar a interacdo entre a
temperatura da agua com a producdo de vitelogenina, induzida por estrogénios presentes nessa
agua. Para tal, peixes da espécie Salmo trutta foram expostas a concentrac6es de etinilestradiol
em temperatura, baixa, média e alta. Foi observado claramente que quanto maior a temperatura,
mais elevada era a concentracao de VTG no plasma sanguineo dos peixes em estudo. Porém, a
expressao do gene receptor de estrogénio beta-1 e do receptor de glucocorticoide, ndo sofreram
alteracdes diante da variac@o de temperatura.

Nos estudos realizados por Saaristo et al. (2010), os peixes da espécie Pomatoschistus
minutus foram investigados durante quatro semanas. Os machos dessa espécie no periodo de
acasalamento disputam pelas fémeas e defendem seus ninhos contra intrusos, porém os peixes
expostos a 17a-etinilestradiol na concentragdo de 11 ng.L?, apresentaram indugéo de VTG no

plasma sanguimeo, atrasos na construgdo dos ninhos, além de se mostrarem menos agressivos.

2.5.1 Testes com leveduras realizados no Brasil

Técnicos da Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo (CETESB) juntamente com
uma equipe de pesquisadores da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) realizaram
testes com leveduras transgénicas luminescentes para avaliar a estogenicidade de IEs em agua
potavel e de manaciais (VASCONCELOS, Y., 2012).

De forma simplificada o processo funciona como mostrado na Figura 2.9: 1) As
leveduras transgénicas contém genes receptores de estrogénio humano e um gene de uma
bactéria luminescente que a faz brilhar; 2) A levedura ¢ introduzida na amostra de agua que
sera testada; 3) Em presenca de algum estogénio, como, estriol, estrona, 17a-etiilestradiol e
17B-estradiol, a levedura se liga a ele e emite luz; 4) Com um luminémetro é medida a
luminosidade dessas leveduras (MONTAGNER; JARDIM, 2011).
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Figura 2.9: Esquema simplificado do teste com leveduras trangénicas luminescentes
Fonte: Adaptada de Vasconcelos (2012).

Este € um dos estudos pioneiros realizados pela CETESB, porém, segundo o orgao, aléem
do uso de bioensaios & necessario que a legislacdo seja mudada, para que este tipo de
contaminagdo seja fiscalizado com mais vigor e detectada com maior antecedéncia
(VASCONCELOS, Y., 2012).

Bergamasco e colaboradores (2011) realizaram um estudo a fim de avaliar a
estrogenicidade das aguas brutas e tratadas com diferentes graus de poluicdo, no reservatério
Tanque Grande, rio Atibaia, rio Sorocaba e rio Cotia. Para tal, foi usado o Blyes (do inglés —
bioluminescent yeast estrogen screen ou ensaio com levedura bioluminescente para deteccao
de estrogénio) e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem. Dos
cinco IEs em estudo (bisfenol-A, estriol, estrona, 17a-ctiilestradiol e 17p-estradiol), apenas
bisfenol-A ndo foi detectado nas amostras de agua. Em relagdo aos demais, na maioria das
amostras de agua bruta, foi detectado pelo menos um deles e 16 dessas amostras apresentaram
sinal positivo no Blyes. J& nas amostras de agua potavel, ndo foi detectado nenhum dos cinco
IE e nenhuma atividade estrogénica foi apresentada. Os pesquisadores concluiram que Blyes
apresentou boa sensibilidade com um limite de detecgdo de 0,1 ng equiv.E2 L, podendo se

tornar um instrumento adequado para 0 monitoramento de agua.
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2.6 Procedimentos analiticos

Os interferentes enddcrinos estdo presentes em amostras ambientais liquidas e solidas
em concentracGes baixas, porém, sdo persistentes no ambiente e apresentam atividade
estrogénica elevada. Diante disso, métodos analiticos tém sido propostos para a separacéo,
deteccdo e quantificacdo dessas substancias, incluindo cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), cromatografia a gas acoplado a um espectrdmetro de massas (CG/MS), cromatografia
a liquido acoplado a um espectrometro de massas em tandem (LC-MS/MS). Tais técnicas sdo
extremamente sensiveis e precisas (BROSSA et al., 2002; TOMSIKOVA et al., 2012;
TRENHOLM et al., 2006).

Além da analise pelos métodos cromatogréficos, atualmente, técnicas eletroquimicas
que sdo mais rapidas, faceis e eficientes vém sendo empregadas para a monitoracéo dos IEs no
meio ambiente (BROWNE et al., 2013; PENU et al., 2015).

Por se apresentarem em concentracdes de ng.L™ se torna necessario a realizagdo do
preparo da amostra, por meio da extracdo em fase solida on-line, off-line ou em discos; extragdo
liquido-liquido; microextracdo em fase sdlida; extracdo sortiva em barras entre outras técnicas
(CALDAS et al., 2011).

2.6.1 Preparo da amostra

Atualmente a comunidade cientifica visa metodologias mais rapidas, precisas, exatas e
sensiveis, para tal, alguma técnica de preparo de amostra € necessario na maioria dos casos
(BORGES; MANO; PEREIRA, 2015).

O preparo da amostra tem como proposito isolar ou concentrar os analitos de uma
matriz. Essa etapa é imprescindivel no procedimento analitico, pois ocorre a limpeza (clean-
up) da amostra e enriquecimento dos analitos para a analise sem que 0s instrumentos analiticos
corram o risco de serem danificados. Alem disso, ¢ a partir do preparo de amostras que analitos
em concentracdes a niveis de tracos serdo concentrados e os interferentes da matriz eliminados,
possibilitando uma analise posterior (CHEN et al., 2008; SMITH, 2003).
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2.6.2 Extracdo em fase sélida

Muitos procedimentos analiticos tém sido propostos para concentrar e quantificar
hormdnios naturais e/ou sintéticos em meios aquaticos. A extracdo em fase sélida (EFS) é uma
etapa muito utilizada e de suma importancia para a concentragdo de compostos que estdo
presentes em nivel de ultratragos, pois esse procedimento permite que a amostra alcance os
limites de quantificacdo determinado pelas metodologias analiticas e que possam ser analisados
por técnicas cromatogréaficas, como por exemplo, por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(LOPEZ DE ALDA; BARCELO; FRESENIUS, 2001).

A EFS é uma técnica de separacao liquido-sélido empregada para extracdo de analitos
semivolateis e ndo volateis de amostras liquidas ou para amostras sélidas pré-extraidas com
solvente. Foi desenvolvida para suprir as desvantagens da extracao liquido-liquido classica tais
como, alto consumo de solventes e consequentemente maior geracao de residuos toxicos, dificil
automacao, baixas porcentagens de recuperacao dos analitos. A EFS apresenta alta capacidade
de concentracdo dos analitos e muitos equipamentos (manifolds) e sorventes estéo disponiveis
comercialmente. Porém, como desvantagens, essa técnica apresenta, altos custos dos cartuchos
e equipamentos, tempo elevado de extracéo e dificuldade na escolha do adsorvente apropriado
para a anélise (JARDIM, 2010).

Os mecanismos de separacdo que ocorrem na EFS estdo relacionados a processos
fisicos, quimicos e mecanicos, sendo os principais mecanismos, adsorcao, particao (fase normal
e reversa), troca ibnica e exclusdo. No caso de fase reversa, as principais forcas quimicas e
fisicas que atuam entre as moléculas dos analitos e do sorvente sdo as de van der Waals, entre
as ligacOes carbono-hidrogénio do analito com os grupos funcionais da superficie da silica. Em
fase normal, as principais interacdes sdo entre os grupos polares da fase solida e do analito, por
meio de ligagdes de hidrogénio, interagdes m-wt, dipolo- dipolo, dipolo- dipolo induzido e dipolo
induzido- dipolo induzido. Na separacdo por troca idnica as extracdes seletivas dos analitos
ocorrem por meio de interacdes idnicas (HERNANDEZ-BORGES, 2007; JARDIM, 2010,
2015).

Essa técnica emprega fases solidas, chamadas de sorventes, recheadas em cartuchos que
sdo utilizados uma Unica vez e podem se apresentar nas formas de barril ou seringas (JARDIM,
2015; LANCAS, 2004). A EFS pode ser utilizada com intuito de alcancar 0s seguintes

objetivos:
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1. Extracdo e/ou concentracdo do analito: grande volume da amostra é passado pela
fase solida a fim de reter os analitos e deixar passar os interferentes e solventes.
Em seguida, os analitos séo eluidos com pequenos volumes de solventes, sendo
assim sua concentragéo final bem maior que na amostra original;

2. Isolamento do analito: esse procedimento ndo visa concentrar o analito mas sim
isolar o analito dos compostos interferentes que podem estar presentes na matriz;

3. Isolamento da matriz ou clean-up (limpeza) da amostra: nesse caso, 0S
compostos interferentes sdo retidos na fase sélida enquanto os analitos s&o
eluidos;

4. Estocagem: utilizado para casos em que a coleta da amostra € distante do local
que a amostra serd analisada. No local da coleta a amostra é passada pelo
cartucho para a retencdo dos analitos, em seguida armazenado adequadamente e

transportado para o laboratorio.

Em geral, os procedimentos de EFS s&o constituido por 4 etapas. Na Figura 2.10 podem
ser visualizadas as principais etapas envolvidas quando o proposito € isolar e/ou concentrar o(s)
analito(s): 1) condicionamento ou ativacdo do sorvente presente no cartucho pela passagem do
solvente adequado; 2) percolagdo da amostra, quando ocorre a retengdo dos analitos ou as vezes
de alguns interferentes; 3) limpeza do cartucho com solucdo apropriada para retirar 0s
interferentes menos retidos que os analitos, etapa chamada de lavagem ou clean-up e 4) eluicéo
e coleta dos analitos. (JARDIM, 2015; LANCAS, 2004).

Condicionamento Percolacio da Lavagem Eluicio dos
amostra analitos
»
e
..A
-
o« o
. a e

Eluicio de interferentes

Solvente Amostra ~~ H2O & W Interferentes @ Analitos

Figura 2.10: Representagdo simplificada das etapas de extracdo em fase sdlida dos IEs
Fonte: Adaptado de Caldas; Gongalves; Primel (2011).
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A escolha do tipo de sorvente, volume de amostra, dos solventes e vazdo da extragao
sdo pardmetros que devem ser considerados e determinados de acordo com cada analise que se
deseja realizar (JARDIM, 2015; LOPEZ DE ALDA; BARCELO, 2001).

H& disponivel comercialmente diversos materiais que sdo empregados como fases

adsorventes em extracdo em fase solida (Figura 2.11).

NAO POLARES

C18 Octadecilsilano = Si— (CH2)17— CH3
C8 Octilsilano = Si— (CH2)7— CHs
C2 Etilsilano = Si— CH2— CHs
C1 Metilsilano =Si—CHs
PH Fenilsilano =Si-
CH Cicloexilsilano =Si-<-
POLARES
FL Florisil MgOsSi
AL Alumina Al2O3
Si Silica = Si— OH
CN Cianopropilsilano = Si— CH;—- CH2-CH2-CN
20H Diolsilano E Si—CHz—CHz—CHz—O—CHz—CllH—(lle
OH OH
NH> Aminopropilsilano = Si— CH2— CH2— CH2— NH>
PSA N- Propiletilenodiaminossilano = Si— CH2— CHz2— CH2— NH — CH2— CH2— NH:
TROCA IONICA

SCX Benzenossulfonilpropilsilano =8i-CH:— CH:— O - SOsH"
PRS Sulfonilpropilsilano = Si— CH;— CH;— CH2— SO3Na*
CBA Carboxmetilsilano = Si— CH2— CH.— COCH
DEA Dietilaminopropilsilano = Si— CH2— CH2— CH2— N(CHz2— CHz3)2
SAX Trimetilaminopropilsilano = Si— CH2— CH2— CH2— N*(CHa)3 CI
PSA N-Propiletilenodiaminossilano = Si— CH2— CH2— CH2— NH — CHz2— CH2— NH:

COVALENTE
PBA  Acido fenilbor6nico =8i—- CH:—-CH:- CH2-NH-

*,
B(OH)2

Figura 2.11: Exemplo de sorventes utilizados para extracdo em fase solida
Fonte: Queiroz; Collins; Jardim (2001).
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Os grupos comumente utilizados como sorventes sdo a base de silica quimicamente
ligados e podem ser divididos em 3 categorias: 1) fase reversa (FR) quando o sorvente possuli
carater menos polar que o solvente de elui¢do; 2) fase normal (FN) quando o sorvente possui
carater mais polar que o solvente e 3) troca idnica (T1). Para a escolha do sorvente deve ser
levado em consideracgdo as propriedades dos analitos de interesse, a natureza da matriz e dos
interferentes a serem eliminados (JARDIM, 2015; QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

A EFS pode ser conduzida no modo on-line ou off-line, este Gltimo é o mais utilizado
pelo fato do modo on-line exigir gastos maiores com o equipamento. No modo off-line, apés a
etapa de pré-tratamento, a amostra € introduzida de modo convencional no sistema
cromatografico, ja no modo on-line, 0 mesmo equipamento incorpora 0s mesmos dispositivos
para extracdo, clean-up, eluicdo da amostra e o cromatografo, geralmente o cromatografo a
liquido é o mais utilizado nesse modo. Ha também outras configuracdes para a realizacéo dessa
técnica, como por exemplo a extracdo em discos e microextracdo em fase solida (JARDIM,
2015).

2.6.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia € um metodo amplamente empregado que permite a Separagdo,
identificacdo e determinacdo de compostos quimicos muito semelhantes em misturas
complexas. Nessa técnica ha duas fases, uma das fases permanece estacionaria, imobilizada em
uma coluna ou em uma superficie plana, enquanto a outra se move atraves dela. Em todas as
separacOes cromatograficas a amostra € transportada pela fase mével que € forcada a passar por
uma fase estacionaria. A fase movel pode ser um liquido, um gas ou um fluido super critico.
Durante a passagem da fase movel sobre a fase estacionaria os componentes da mistura séo
distribuidos por elas de modo que cada um deles € seletivamente retido pela fase estacionaria,
0 que resulta em migracdes diferenciais desses componentes (COLLINS, 2006; HOLLER;
SKOOG; CROUCH, 2009).

Os métodos cromatograficos estdo classificados de acordo com o meio fisico que a fase
estacionaria entra em contato, se essa estiver em um tubo € chamado de cromatografia em
coluna, porém se estiver suportada sobre uma placa plana ou sobre a superficie de um papel é
denominado cromatografia planar. Em relacdo a fase movel os métodos cromatogréaficos se
dividem em cromatografia a gas, cromatografia a liquido e cromatografia com fluido super

critico. Somente a cromatografia a liquido pode ser realizada em colunas e em superficies
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planares, as demais sdo restritas aos procedimentos em colunas (HOLLER; SKOOG;
CROUCH, 2009).

Existem vérios tipos de cromatografia em fase liquida e podem estar divididas em: 1)
cromatografia liquido-solido ou adsor¢do que possui fase estacionaria sélida e o tipo de
equilibrio que atua € adsorcdo; 2) troca ibnica que baseia-se na separagdo de ions utilizando
resinas trocadoras de ions; 3) exclusdo por tamanho, na qual a separacdo depende do tamanho
das moléculas e dos poros da resina utilizada, por isso esse tipo de cromatografia ndo consegue
separar misturas complexas; 4) bioafinidade, onde as separagdes ocorrem devido as interacoes
bioquimicas altamente especificas; 5) cromatografia liquido-liquido ou particdo, esta baseada
na distribuicdo de moléculas do soluto entre duas fases imisciveis, de acordo com as
solubilidades relativas. O meio de separagdo é um solido inerte finamente dividido que suporta
uma fase liquida fixa (fase estacionaria). A separacao ¢ feita passando-se uma fase movel sobre
uma fase estacionaria normalmente empacotada em uma coluna. A cromatografia liquido-
liquido pode ser denominada em fase normal quando a fase estacionaria possui carater polar e
a fase movel carater apolar. Para 0s casos contrario a esse, a técnica é designada cromatografia
liquido-liquido em fase reversa (COLLINS, 2006; HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).

O suporte mais utilizado para a cromatografia liquida de fase reversa € a silica, devido
suas excelentes propriedades fisicas, baixos niveis de impurezas metalicas, disponibilidade em
areas superficiais especificas e por possuir como grupos ativos silandis, que sdo altamente
resistentes a pH na faixa entre 2 e 8 (SILVA et al., 2006).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE, do inglés High Performance Liquid
Chromatography) emprega colunas recheadas com materiais especialmente preparados e uma
fase movel eluida sob altas pressfes. Os instrumentos utilizados no sistema de CLAE podem
ser totalmente automatizados e sdo basicamente constituidos por: reservatério de fase movel,
bomba de pressao, injetor, coluna cromatogréafica, detector (um ou mais) e sistema de aquisi¢do
de dados (JARDIM; COLLINS; GUIMARAES, 2006).

Muitos detectores tém sido desenvolvidos para o uso em CLAE, visando a melhoria dos
seguintes pardmetros: rdpida aquisicdo dos dados, seletividade, sensibilidade,
reprodutibilidade, estabilidade, resposta rapida e linear aos analitos, confiabilidadde e nédo
contribuir para o alargamento de picos. A classe de detectores mais utilizada na CLAE é a
Optica, que engloba os de fluorescéncia, indice de refracdo, espalhamento de luz e os de

absorvancia (fotométrico de comprimento de onda fixo, espectrofotométrico de comprimento
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de onda variavel, espectrofotométrico por arranjos de diodos) (JARDIM; COLLINS;
GUIMARAES, 2006).

Os detectores espectrofotométricos baseiam-se na absorvancia da luz por parte da
amostra, ao passar através dela qualquer radiacdo eletromagnética em um dado comprimento
de onda. S&o detectores seletivos e a maioria das substancias quimicas absorvem radiacao
ultravioleta. Os detectores espectrofotométricos por arranjo de diodos (DAD - do inglés, Diode
Array Detector) detectam varios comprimentos de onda simultaneamente (JARDIM;
COLLINS; GUIMARAES, 2006).

Os detectores por fluorescéncia (FDL — do inglés, Fluorescence Detector) tem como
vantagem sua alta detectabilidade, podendo chegar a ordem de 1012 (pico) ou mais, por isso
tem sido muito utilizado em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CROUCH; HOLLER;
SKOOG, 2009). Seu principio de funcionamento é que a luz de comprimento de onda adequado
passe através da cela de amsotra, que € excitada por ela. No retorno ao estado fundamental, a
molécula excitada emite luz de comprimento de onda maior, que é detectada a um angulo reto
da radiaco incidente (JARDIM; COLLINS; GUIMARAES, 2006).

2.7 Parametros de validacédo da metodologia analitica

Na area de analise quimica uma etapa relevante e comum € o desenvolvimento de novos
métodos, o qual deve ser submetido a um processo de avaliacdo para estimar sua eficiéncia e
mérito. Tal processo é denominado validacdo da metodologia analitica, e consiste em analisar
se as caracteristicas do método estdo em conformidade com os pré-requisitos exigidos
(AMARANTE et al., 2001).

E importante avaliar a relacdo entre os resultados experimentais e as questdes que o
método se propde a responder. A validacdo consiste em demonstrar que o método analitico é

adequado para o seu proposito (RIBANI et al., 2004).

De acordo com o documento INMETRO-DOQ-CGCRE-008 (2010), para a validacdo
de um método analitico deve-se levar em consideracdo os parametros: seletividade, linearidade,
precisdo, exatiddo, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ) e robustez. Os
parametros de validacdo dependem da ordem de grandeza da concentracao e do tipo de técnica

de andlise utilizada.
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2.7.1 Seletividade

Em uma amostra complexa pode haver substancias que interferem no desempenho de
sua medicdo. A seletividade e especificidade avaliam de forma inequivoca essa interferéncia
(INMETRO, 2010).

Um método instrumental de separacdo que produz resposta para uma Unica substancia
de interesse é designado como especifico enquanto que, um método que produz resposta para
varios compostos quimicos, com uma caracteristica em comum, é chamado de seletivo. A
seletividade deve ser reavaliada no decorrer da pesquisa e desenvolvimento do método, pois,
algumas amostras podem sofrer degradacdo produzindo compostos que ndo foram avaliados
inicialmente e consequentemente poderao interferir na substancia de interesse (RIBANI et al.,
2004).

2.7.2 Linearidade

A linearidade do método corresponde em produzir resultados dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo, que sejam diretamente proporcionais as concentracfes das
substancias em exame (AMARANTE et al., 2001).

Para tal, busca-se uma relacdo linear entre o sinal medido, area ou altura do pico, e a
massa ou concentracdo da espécie (desconhecida na maioria dos casos). Essa relacéo
matematica geralmente € expressa como uma equacédo de reta chamada de curva analitica que
deve ser definida por no minimo cinco pontos que ndo incluam o ponto zero na curva, devido
aos possiveis erros associados. A estimativa dos coeficientes de uma curva analitica pode ser

calculado usando regressdo linear, representado pela equacao da reta (equacéo 2.1).
y=ax+b (2.1)

onde:

y = resposta medida;

X = concentracao;

a = inclinacdo da curva analitica = sensibilidade;

b = intersecdo com o eixo Yy, quando x = 0.

A partir dos pontos experimentais pode-se calcular os coeficientes de regresséo (a) e (b)

e o coeficiente de correlacdo linear (r). Quanto mais proximo de 1,0 for o valor de r menor sera
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a disperséo do conjunto de pontos e menor a incerteza dos coeficientes de regressao estimados,
com isso a qualidade da curva obtida serd melhor. A ANVISA recomenda que o valor do
coeficiente de correlacdo linear seja igual a 0,99 e o INMETRO um valor acima de 0,90
(ANVISA, 2003; INMETRO, 2010; RIBANI et al., 2004).

Pode-se obter a linearidade por padronizacdo interna ou externa e formulada como
expressao matematica usada para o célculo da concentragdo do analito a ser determinado na

amostra real.

Simultaneamente a determinacdo da linearidade pode-se obter a sensibilidade do
método, que expressa a capacidade do procedimento analitico causar uma variagao no valor da
propriedade medida diante de uma pequena alteragcdo na concentragdo do analito. Geralmente
o valor da sensibilidade é definido como a inclinagdo (coeficiente angular) da curva analitica
(AMARANTE et al., 2001).

2.7.3 Limite de Deteccdo e Limite de Quantificacéo

O limite de deteccdo (LD) corresponde ao valor da menor concentracdo do analito em
analise que pode ser detectado mas ndo necessariamente quantificado. Para o INMETRO, é a
concentracdo minima de uma substancia medida e declarada com 95% ou 99% de confianca,

que a concentracdo do analito € maior que zero.

O limite de quantificacdo (LQ) indica a menor concentracdo da substancia em analise

que pode ser medida por meio de um determinado metodo analitico.

Ambos limites podem ser calculados por métodos analiticos que apresentam linha de
base e consequentemente relacdo sinal/ruido.Geralmente as proporgdes aceitaveis sao 3:1 ou
2:1 para limite de deteccdo e 10:1 para limite de quantificacdo. Além disso, os LD e LQ podem
ser calculados pelo método visual ou baseado em parametros da curva analitica (RIBANI 2004,
2014).

2.7.4 Exatidao

A exatiddo expressa uma relacdo de concordancia entre os valores obtidos em um
determinado ensaio com os valores de referéncia que sdo aceitos como verdadeiros, ou seja, a
exatiddo esta relacionada com a veracidade das medidas. Um valor verdadeiro é o valor obtido
por uma medicdo perfeita e este valor é indeterminado por natureza. A exatiddo de um novo
método pode ser avaliada por quatro tipos de estudo, sendo: estudo comparativo com Materiais

de Referéncias Certificados (CRM — do inglés, Certified Reference Material); comparacdo do
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método proposto com um método considerado padrao, ja bem estabelecido na literatura; estudos
de recuperacdo em amostras; e estudos colaborativos e interlaboratoriais (AMARANTE et al.,

2001). A recuperacdo pode ser expressa em porcentagem por meio da equacao 2.2.

R(%) — média do valor obtido <100 (2.2)

média do valor adicionado

A exatiddo é considerada dentro de certos limites a um dado nivel de confianca, tais
limites dependem da concentracdo das amostras em estudo, variando de niveis estreitos para
altas concentraces e niveis mais amplos para analise de tracos, podendo ser aceitos
recuperagdes de 40 a 120% ao analisar amostras em concentracdo de ng.L™* (BRITO et al.,
2002; BRITO et al., 2003).

2.7.5 Precisao

Considera-se um método preciso quando este apresenta resultados bastante proximos
entre si ao analisar a mesma amostras varias vezes, ou seja, a precisao esta relacionada com a
reprodutibilidade. A precisdo pode ser expressa numericamente por medidas de dispersédo como
desvio-padréo, variancia, coeficiente de variacdo (CV) entre outros (BACCAN et al., 2001;
AMARANTE et al., 2001).

E comum utilizar na precisdo o teste F para comparacio de conjuntos de dados. Esse
teste usa a razdo das variancias dos dois conjuntos de dados para estabelecer se efetivamente
existe uma diferenca estatisticamente significativa na precisdo usando N-1 graus de liberdade
para cada variancia. Por convencao, o valor de variancia maior é colocado no numerador. Deste
modo, o valor de F obtido € comparado a valores tabelados com 95% de confiabilidade
(BACCAN et al., 2001).

2.7.6 Robustez

Segundo as especificacdes do INMETRO (2010), a robustez de um método mede a
sensibilidade que este apresenta diante de pequenas modificacdes em seus parametros. Em
analises cromatograficas pode- se dizer que o método € robusto quando ndo héa alteracdo de seus
parametros quando ha variacdo na composicao da fase mével, no volume de injecdo da amostra,
no volume de vazédo da fase mével, na temperatura da coluna cromatografica, na natureza do

gas de arraste, etc.
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2.8 Planejamento de experimentos

Nas ultimas décadas, a execucdo de experimentos estatisticamente planejados a partir
da quimiometria tém se tornado cada vez mais usual para a otimizacdo de métodos analiticos,
devido as vantagens de reducdo no nimero de experiéncias que devem ser efetuadas, menor
consumo de reagentes e menos tempo de trabalho em laboratério. Além disso, esses métodos
permitem o desenvolvimento de modelos matematicos que permitem avaliar a significancia
estatistica dos efeitos dos fatores a serem estudados (BARROS NETO et al., 2006; FERREIRA
et al., 2007).

Pesquisadores de diversas areas, em especial da Quimica, buscam planejamentos para
determinar a influéncia e os efeitos de interagdo de uma ou mais variaveis sobre uma outra
variavel de interesse, com o0 objetivo de diminuir erros, custos entre outros fatores (BARBOSA
et al., 2006; BARROS NETO et al., 2006).

O planejamento ideal consite em projetar um experimento de forma que este produza
exatamente o tipo de informacéo que se espera. O planejamento de experimentos mais simples
é o planejamento fatorial 22, ou seja, dois fatores (expoente) e dois niveis para cada fator (base
da poténcia), portanto para esse planejamento serd necessario a realizacdo de no minimo 4
experimentos (22 = 4). De acordo com o sistema quimico em investigacio, o nimero de fatores
e de niveis podem ser alterados. No caso de poucas informagdes sobre o sistema, 0 passo inicial
é elencar os fatores que podem estar relacionados a investigacdo, porém ndo ha regras para a
escolha dos fatores. Em seguida deve-se estipular os niveis, vale ressaltar que niveis muito
afastados ou préximos ndo contribuirdo de forma pertinente ao planejamento (OLIVEIRA et
al., 2015).

Para a realizacdo de um planejamento ha processos univariados e multivariados, esse
altimo envolve projetos para que todas as variaveis sejam alteradas simultaneamente. Apos a
determinacdo dos fatores significativos, as condi¢es 6timas sdo alcancadas usando modelos
operacionais. Os modelos mais utilizados para determinar superficies de resposta sdo 0s
fatoriais completos e fracionados e 0s compostos centrais mais complexo, Box-Behnken,
Doehlert e designs de mistura (FERREIRA et al., 2007).



47

3- METODOLOGIA

3.1 Materiais, solventes, reagentes e equipamentos

* Vidrarias de uso comum em laboratério (béquer, erlenmeyer, pipeta, baldo
volumeétrico).

* PadrOes — Os padrdes dos estrogénios utilizados nessa pesquisa foram estrona, 17p-
estradiol, estriol e 17a-etinilestradiol, adquiridos da Sigma-Aldrich com grau de pureza
superior a 99,0%.

* Solventes — Metanol, acetato de etila e acetonitrila adquiridos da Vetec. Todos 0s
solventes apresentam alta pureza com grau espectroscopico ou grau CLAE. Agua destila e agua
deionizada obtida do sitema Direct- Q (Millipore).

* Cartuchos para EFS — Chromabond C-18 ec (0,45 um, 500 mg, 6 mL) do fabricante
Macherey- Nagel, Sorbline e Strata X- fase polimérica reversa (0,45um, 500 mg, 6mL) do
fabricante Phenomenex.

+ Reagentes — Hidroxido de aménio (0,5 mol.L?) e &cido cloridrico (1 mol.L™?) dos
fabricantes Dindmica e Alphatec, respectivamente.

 Materiais — Papel filtro qualitativo da marca J.Prolab; Filtro para seringa da marca
Allcrom com porosidade de 0,45 pm, diametro de 13 mm, tipo de membrana PTFE; Membrana
filtrante de éster de celulose do fabricante Millipore e membrana de nylon adquiridos da
Supelco Analitical ambas com porosidade de 0,45 pum; Seringa de vidro 20,00 mL do fabricante
Art Glass; Pipeta automatica volumétrica da marca LabMate Soft; Termémetro.

» Equipamentos — Sistema para extracdo Vacuum Manifold (Supelco) com 5 posicdes;
Sistema para filtragdo; Balanca analitica modelo AUW?220D do fabricante Shimadzu; Medidor
de pH; Gps da marca Garmin Etrex; Lavadora ultra-sonica digital da marca Sanders Medical;
Agitador magnético com aguecimento da marca Nova; Cromatografo modelo Infinity 1260 da
Agilent Technologies; Sonda multiparametro modelo HI 9628- pH /ORP/ EC/ DO, sensores da
sonda modelo HI 769828, ambos do fabricante Hanna Brasil.

* Coluna cromatografica Zorbax Eclipse Plus C8 da marca Agilent Technologies, 25 cm
de comprimento, 4,6 mm de diametro interno e tamanho de particulas de 5 pum.

* Solugdo para calibrag@o dos sensores da sonda multiparametro HI 9828-0 do fabricante

Hanna Brasil.
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3.2 Preparo das soluc6es estoque e soluctes de trabalho

Foram preparadas solucGes padrdes dos analitos de interesse na concentragéo de 100
mg.L. Foram pesados separadamente 0,01 g de E1, E2, E3 e EE2 em balanca analitica de
precisdo. Cada composto foi transferido quantitativamente para um baldo volumétrico de
100,00 mL e avolumado com metanol. As solu¢des foram armazenadas em refrigerador a
aproximadamente 4°C.

A partir das solucdes-estoque foram preparadas as quatro solugdes padrdes de trabalho,
transferindo 1,00 mL de cada solugcdo estoque para um baldo volumétrico de 10,00 mL e

avolumando-o com metanol.
3.3 Validacdo do método

O procedimento de validagdo da metodologia de analise foi baseado em diversos
trabalhos relatados na literatura e nas orientages dos orgdos INMETRO (2010) e ANVISA
(2003), avaliando-se os seguintes parametros: seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo,
limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ) e robustez. Foram executados uma série
de experimentos em numeros estatisticamente significativos para cada parametro e
posteriormente realizado o tratamento estatistico dos dados com o auxilio do programa
Microsoft Office Excel 2013.

3.3.1 Seletividade

Para avaliar e comprovar a seletividade na separacdo cromatogréafica para cada um dos
analitos, foram preparados solucées padrdo em concentragdo de 1,00 mg.L* em acetonitrila. A
pureza espectral de cada analito também foi avaliada a fim de confirmar a seletividade do

método na separacdo desses estrogénios.
3.3.2 Linearidade

A linearidade foi verificada primeiramente pelo coeficiente de correlagdo linear (r?),
resultante da linha de regressdo de nove e doze pontos das curvas analiticas dos estrogénios
com deteccdo pelo DAD e pelo FLD, respectivamente. Foram preparadas doze solu¢des mistas
a partir de diluices da solucdo de trabalho em acetonitrila. As amostras em concentracdes de
25; 50; 100; 200; 300; 400; 500; 600; 700; 800; 900 e 1000 pg.L™? foram injetadas no sistema
de CLAE em triplicata.
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A sensibilidade do método foi determinada avaliando o valor do coeficiente angular

através da equacdo da reta referente a curva de calibracdo de cada estrogénio em estudo.
3.3.3 Limite de deteccéo e (LD) limite de quantificacdo (LQ)

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram determinados através da
relacdo sinal/ruido (S/N), considerando a razdo 3:1e 10:1 para LD e LQ, respectivamente. Para

tal determinacdo, o ruido e o sinal do pico de cada estrogénio foram medidos com uma régua.

3.3.4 Exatidao

Como ndo havia disponibilidade de Material de Referéncia Certificado (CRM) de &gua
contaminada com os estrogénios em estudo, foram preparadas em triplicatas trés amostras de
agua destilada fortificadas com a solugdo mista em concentragdes baixa, média e alta sendo:
0,40; 0,50 e 0,60 pg.L?, respectivamente. As extracGes dessas amostras foram efetuadas de
acordo com o experimento de niamero 5 do planejamento de experimentos Box-Behnken, uma
vez que, apos a otimizacdo da extracdo em fase sélida concluiu-se que este foi 0 experimento

que apresentou melhor desempenho.

Desta maneira a exatiddo do método foi avaliada pela recuperagédo dos analitos (R) em
triplicata, em cada nivel de concentragéo e os resultados foram expressos em porcentagem. Para
o célculo da concentracéo real, foi utilizado o valor da area do pico de cada analito e a equacgéo
da reta correspondente a ele. A partir da média dos valores reais de concentracdo foi

determinado a recuperacdo em porcentagem através da equacéo 2.2.
3.3.5 Preciséo

A fim de determinar a precisdo do método foram preparadas pelo analista 1, seis
solugBes mistas em acetonitrila em concentragio de 500 pg.L™ e injetadas no sistema de CLAE.
No dia seguinte, 0s mesmos procedimentos foram repetidos pelo analista 2. Vale ressaltar que

todas as amostras foram analisadas em triplicata.

Os valores de recuperagdo encontrados foram expressos em porcentagem e avaliados
pelo teste F. Os resultados calculados para F, foram comparados com os valores de F tabelado

para 95% de confiabilidade.
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3.3.6 Robustez

A robustez da metodologia analitica foi determinada utilizando-se solu¢Ges em
concentragdo de 500 pg.L?, variando-se em + 5% quatro condigdes cromatograficas:
composicao da fase movel (FM), volume de injecdo, vazdo da fase mével (FM) e temperatura
do compartimento da coluna. Os valores de recuperagdo obtidos foram comparados com 0s
resultados alcangados com as condi¢Ges normais do método validado.

3.4 Amostragem

As amostragens foram realizadas de forma espacial e sazonal entre os meses de
dezembro de 2015 e maio de 2016 no Lago de Furnas no municipio de Alfenas — MG - Brasil
(Figura 3.1), de acordo com o Guia Nacional de Coleta e Preservacdo de Amostras (2011) e
com as classificacbes da Agéncia Nacional de Aguas (ANA, 2011).

APUCAI
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/./

k::s‘
s

2

Figura 3.1: Mapa da localizagdo do Lago de Furnas e do municipio de coleta (Alfenas)
Fonte: Adaptada de Prado et al. (2011).

As amostras foram coletadas em 5 pontos diferentes (P1, P2, P3, P4 e P5) sendo o Ponto
1, o local mais proximo a Estacéo de Tratamento de Esgoto (ETE) de Alfenas e o Ponto 5, o

local mais distante dessa ETE (Figura 3.2). Com a cooperagdo de um pescador, foram
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percorridos de barco aproximadamente 1 km entre cada um dos pontos de coleta. As coletas

foram efetuadas entre 11:00 e 13:00 horas e os pontos identificados com um GPS (Tabela 3.1).

Figura 3.2: Pontos de coleta de agua superficial do Lago de Furnas no municipio de Alfenas

Tabela 3.1: Coordenadas referentes a cada ponto de coleta de 4gua no Lago de Funas na regido de

Fonte: Google earth (2015).

estudo

Pontos Coordenadas

Partida S 21°22'58,34" O 45°59'59,75"
P1 S 21°23'22,88" O 45°59'55,95"
P2 S 21°23'05,94" O 46°00'04,58"
P3 S 21°22'44,70" O 46°00'09,60"
P4 S 21°21'58,30" O 46°00'07,95"
P5 S 21°21'35,09" O 46°00'22,43"

Fonte: Arquivo pessoal.

Foram coletados 5 L de 4gua em cada ponto, retirando-se dgua da superficie a uma

profundidade de aproximadamente 30 cm (agua superficial), com auxilio de uma garrafa de van

Dorn (Figuras 3.3 e 3.4). A agua coletada foi transferida para frascos de plastico previamente

limpos e rinsados com a agua da coleta no momento da amostragem. Apos as coletas, os frascos

com as amostras foram envolvidos com papel aluminio (Figura 3.5) e transportados em caixas
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térmicas com gelo para o laboratério da UNIFEI - campus Itajuba. Todos os frascos foram

armazenadas sob refrigeracdo a 4°C, para evitar qualquer tipo de degradacéo da amostra.

Figura 3.3: Foto da garrafa de van Dorn utilizada nas coletas de aguas superficiais

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 3.4: Foto da coleta das amostras de &guas superficiais no Lago de Furnas (Alfenas-MG)

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 3.5: Foto dos frascos envolvidos em papel aluminio contendo as amostras coletadas

Fonte: Arquivo pessoal.

A partrir da segunda amostragem, algumas caracteristicas fisico-quimicas foram
determinadas utilizando uma sonda multiparametro. Foram avaliados no entorno dos pontos de
amostragens o pH, temperatura, condutividade e oxigénio dissolvido da agua. Seguindo o0s
procedimentos fornecidos pela prépria sonda multiparametro. Primeiramente foi feito a
calibracdo dos sensores de pH e condutividade utilizando uma solucgéo apropriada. Em seguida,
essa solucao foi retirada e o sensor de oxigénio dissolvido foi calibrado. Concluido essa etapa,

0s sensores foram imersos na &gua em cada ponto de coleta e os dados anotados.

3.5 Preparo das amostras

As amostras de cada ponto amostral foram preparadas em triplicatas. Foram filtrados 4
L de agua em funil de Buchner com papel filtro qualitativo varias vezes até observar coloracao
bem clara no papel filtro, em seguida, a agua foi filtrada em um sistema de filtracdo com
membrana de filtro de éster de celulose com porosidade de 0,45 um diversas vezes até que a
membrana ndo apresentasse nenhuma coloracdo apds filtrar a dgua. Esse procedimento foi

repetido para as amostras dos 5 pontos de coleta.
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Apos as filtragbes, o pH das amostras foram ajustados em 8, utilizando hidréxido de
amonio 0,5 mol.L™ e 4cido cloridrico 1,0 mol.L™, quando necessario. E em seguida foram
efetuadas as extracBes em fase sélida das amostras.

3.6 Validacéo das condic¢des cromatograficas

Foi utilizado um cromatdgrafo modelo Infinity 1260 da Agilent Technologies, composto
por uma bomba quaternaria, um injetor automatico, um mddulo de aquecimento de coluna, um
detector ultravioleta com arranjos de diodos (DAD do inglés — diode array detection) e um
detector por fluorescéncia (FLD do inglés — fluorescence detection). A coluna cromatogréafica
utilizada foi Eclipse Plus C8 (4,6 mm x 250 mm — 5 um), também da Agilent Technologies. As
condicdes cromatograficas foram otimizadas a partir de MONTEIRO e ANDRADE (2014),

com a otimizacéo de alguns parametros.

Todos os analitos estudados apresentam uma absor¢édo na regido de UV, portanto, eles
podem ser cromatograficamente medidos com um DAD. Porém, os estrogénios estriol, 17p-
estradiol e 17a-etinilestradiol também sdo altamente fluorescente na fase modvel utilizada,
devido a isso, foram determinados por ambos os detectores, afim de avaliar qual detector

apresentaria melhores condicdes de analise frente ao metodo validado.

Para validar a metodologia analitica, 1,00 mL da solucéo de trabalho de cada estrogénio,
que estava em concentragdo de 10 mg.L?, foi transferido para um baldo volumétrico de 10,00
mL e avolumado com acetonitrila. O mesmo foi feito para o preparo da solu¢éo padrdo mista,
porém, os quatro estrogénios foram transferidos para um tnico baldo volumétrico. Em seguida,
1,00 mL das solucgdes padrao individuais e mista foram transferidas para vials de 2,00 mL e

injetadas no sistema de CLAE.

A partir da determinacdo dos tempos de retencdo de cada analito, a solucdo mista foi
utilizada para obter as curvas analiticas, determinar a linearidade do método e avaliar os demais

parametros descritos anteriormente.
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3.7 Validacdo da extracdo em fase solida

Para validacdo do método de extracdo em fase solida foi montado um planejamento de
experimentos Box-Behnken utilizando o programa Minitab 16®. Esse planejamento foi feito
com trés niveis, baixo (codificado “-17), central (codificado “0) e alto (codificado “+17) e
quatro fatores a serem alterados, a marca do cartucho, pH da agua, vazao da fase mével durante
a extracdo e solvente de eluigéo, conforme a Tabela 3.2. Durante as extragdes foi mantido fixo
0 volume de agua a ser percolado (1 L), o solvente de condicionamento do cartucho (5,00 mL

de metanol) e a solucdo de lavagem do cartucho (1,00 mL de agua: 5% metanol).

Tabela 3.2: Marca do cartucho, pH da amostra, solvente de elui¢do e vazdo da extracdo a serem otimizados a
partir do planejamento Box-Behnken

Fatores alterados Nivel

-1 0 +1
Marca do cartucho Sorbline Chromabond Strata-X
pH da agua 4 6 8
Solvente de eluicao Metanol Metanol: Acetato de etila (1:1) Acetato de etila
Vazéo da fase mével 3 mL.min! 5 mL.min? 10 mL.min!

durante a extracao

Fonte: Arquivo pessoal.

As combinacdes dos niveis e fatores gerados com o planejamento de experimentos Box-
Behnken resultaram em 28 experimentos como mostrado na Tabela 3.3. Apos realizar todos 0s
experimentos do planejamento Box-Behnken foram selecionadas as condicGes de extracdo que
apresentaram resultados mais satisfatérios. Essa avaliacdo foi feita a partir dos valores de

recuperacdo obtidos para 0s quatro estrogénios em estudo.
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Tabela 3.3: Condi¢des de extracdo em fase sdlida gerado para cada experimento a partir do planejamento Box-
Behnken

Experimento Cartucho pHdaagua Solvente de eluicdo Vazéo da fase mdvel

1 1 0 -1 0
2 1 0 0 -1
3 0 -1 0 1
4 0 0 1 1
5 0 1 0 -1
6 0 1 0 1
7 1 0 0 1
8 0 0 -1 1
9 -1 -1 0 0
10 0 0 0 0
11 0 0 0 0
12 0 0 0 0
13 0 -1 0 -1
14 1 -1 0 0
15 1 1 0 0
16 -1 0 0 -1
17 -1 0 0 1
18 -1 0 -1 0
19 1 0 1 0
20 0 1 -1 0
21 0 0 1 -1
22 -1 1 0 0
23 1 1 1 1
24 0 -1 -1 0
25 0 -1 1 0
26 0 -1 1 0
27 -1 0 1 0
28 0 0 -1 -1

Fonte: Arquivo pessoal.
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Todas as amostras utilizadas foram preparadas fortificando 1 L de agua destilada com
50,00 pL de solugdo mista de trabalho em concentragdo de 10 mg.L™, porém ao passar 1L de
agua e eluir 1,00 mL ocorreu a concentracdo dessa amostra mil vezes e a concentracao final do
eluato foi de 0,5 mg.L™, concentragéo considerada o ponto central das curvas analiticas obtida
pelos detectores. O pH da amostra foi ajustado conforme o planejamento.

Em seguida, o adsorvente presente nos cartuchos de extracdo em fase sélida foram
condicionados com 5,00 mL de metanol e a agua fortificada foi percolada pelo cartucho. O
proximo passo foi a retirada de interferentes do cartucho com 1,00 mL de solucdo de lavagem
e por Gltimo o extrato foi eluido com 5,00 mL de solvente de eluicdo de acordo com o

planejamento de experimentos.

Os eluatos foram deixados em banho-maria a aproximadamente 70°C até a secura,
dissolvidos em 1,00 mL de acetonitrila e levados a banho ultrasénico por aproximadamente 3
minutos para homogeneizagdo da amostra. Em seguida, foram filtrados com filtro com
porosidade de 0,45 um e injetados no sistema de CLAE seguindo as condi¢des cromatograficas

descritas anteriormente.

3.8 Tentativa de reutilizacdo dos cartuchos utilizados na extracao

Apos a realizacdo da extracdo em fase solida das amostras de agua coletadas no Lago
de Furnas, os cartuchos de extracdo foram preparados para uma tentativa de recuperacgéo de sua
fase adsorvente. Para tal, foram condicionados com 10,00 mL de agua deionizada, 10,00 mL
de acetonitrila e 10,00 mL de metanol e posteriormente foram colocados em um frasco de vidro,
coberto com metanol, tampado e armazenados sob refrigeracdo a uma temperatura de 4°C. Essa
ordem de solventes foi sequida devido a polaridade de cada um, deixando por ultimo o solvente

em que os cartuchos seriam estocados.

Para verificar se a fase adsorvente dos cartuchos podem ser recuperadas, foi necessario
realizar novas extracfes. Sendo assim, executou os mesmos procedimentos realizados para a
exatiddo do método analitico, ou seja, a agua destilada foi fortificada com concentracGes
diferentes (baixa, média e alta) de uma solucdo mista dos estrogénios em estudo. Apds extracao
e analise no sistema de CLAE, a concentracao real foi calculada utilizando o valor da area do
pico de cada analito e a equacdo da reta correspondente a ele. A partir da média dos valores
reais de concentracdo foi determinado a recupera¢do em porcentagem, através da equacéo 2.2

(pagina 45).



58

4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Validacdo da metodologia analitica

Para a validacdo da metodologia analitica foram avaliados a seletividade, a linearidade,
o limite de deteccdo e o limite de quantificacdo, a exatiddo, a precisdo e a robustez
(AMARANTE etal., 2001; ANVISA, 2003; BACCAN et al., 2001; BRITO et al., 2002; BRITO
et al., 2003; INMETRO, 2010; RIBANI et al., 2004, 2014).

4.1.1 Seletividade

Nas Figuras 4.1 e 4.2 séo apresentados 0s cromatogramas da separacao do E3, E2, EE2
e E1, com deteccdo pelo detector por ultravioleta com arranjo de diodos (DAD) em 285 nm e
pelo detector por fluorescéncia (FLD) em Aexcitagio — 230 nm e Aemissio— 310 nm, vale ressaltar,
que o estrogénio estrona ndo foi detectado pelo FLD empregando essa metodologia. Na Figura
4.1 as purezas de pico dos analitos estdo destacadas, os valores apresentados sdo proximos a
1,00, confirmando que o pico é correspondente a seu analito. O tempo de retencdo de cada

analito nos cromatogramas das Figuras 4.1 e 4.2 estdo descritos na Tabela 4.1.

mAU

200

~ | 5,840
=~ | 13,860

" Minutos

Figura 4.1: Cromatograma referente a sepracéo dos padrdes de estrogénios: 1) estriol; 2) 17p-estradiol;
3) 17a- etinilestradiol e 4) estrona detectados pelo DAD

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 4.2: Cromatograma referente a sepracao dos padr@es de estrogénios: 1) estriol; 2) 17p-estradiol;
3) 17o-etinilestradiol detectados pelo FLD

Fonte: Arquivo pessoal.
Como pode ser observado nas Figuras 4.1 e 4.2, 0s estrogénios em estudo apresentaram

boa separacao, 0 que comprova que o metodo proposto foi seletivo fazendo-se o uso de ambos

os detectores.

Tabela 4.1: Tempos de retencéo da separacdo dos padrdes de estrogénios com detecgdo pelo DAD e pelo FLD

Estrogénio Tempo de retencéo Tempo de retencdo (minutos)
(minutos) com deteccéo com deteccdo pelo FLD
pelo DAD
Estriol 5,840 5,897
17B-estradiol 10,640 10,699
17a-etinilestradiol 12,513 12,578
Estrona 13,860 ND*

" Estrogénio ndo detectado pelo detector FLD

Fonte: Arquivo pessoal.

A seletividade do método também pode ser confirmada ao observar as Figuras 4.3 e 4.4
que apresentam o cromatograma do “branco” (auséncia dos analitos) com deteccao pelo DAD
e pelo FLD, respectivamente. Esses cromatogramas nao apresentaram nenhum pico proximo as

regides dos tempos de retencdo dos quatro estrogénios em estudo, como indicado nas figuras.
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Figura 4.3: Cromatograma referente ao “branco” com deteccdo pelo DAD

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 4.4: Cromatograma referente ao “branco” com detecgdo pelo FLD

Fonte: Arquivo pessoal.

De acordo com os estudos de Lopez de Alda e Barceld (2000) esse grupo de substancias
apresentam um maximo de absorbancia em 197 nm e 281 nm. Porém, em comprimentos de
onda inferiores a 230 nm, varias outras substancias quimicas podem apresentar absor¢ao, como
por exemplo, o proprio solvente da fase mdvel. Por isso, optou-se por utilizar o comprimento
de onda de 285 nm. A Figura 4. 5 apresenta os espectros de absorcdo bidimensionais (2D:

comprimento de onda versus tempo) de uma solugdo mista de padrdes e do “branco” (auséncia
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dos analitos). Ao comparar 0s dois espectros pode-se observar satisfatdria seletividade para 0s
analitos (E3, E2, EE2 e E1), no comprimento de onda de 285 nm.

200

I
2
i~
S

40,

Comprimento de onda (nm)

w
2

280
285

G 10 12 14 16 18 0 5 10 15
TEMPO (minutos) “) TEMPO (minutos) ®)

Figura 4.5: Espectros 2D referentes a A) solucdo mista dos padrdes de estrogénios: 1) estriol; 2) 17p-
estradiol; 3) 17a- etinilestradiol e 4) estrona e B) “branco”

Fonte: Arquivo pessoal.

4.1.2 Linearidade

Solucdes padrdo mistas contendo os quatro estrogénios em diferentes concentracdes (25
a 1000 pg.L™), foram injetadas no sistema CLAE. Os picos de cada analito foram integrados e
os valores das areas obtidas foram plotados em funcéo das suas respectivas concentracdes para
obtencdo das curvas analiticas. Com essas informacdes, foi possivel obter os dados das

equacdes das retas e coeficientes de correlagéo (r?).

As curvas de calibracdo se mostraram linear para ambos detectores (DAD e FLD), pois
os coeficientes de correlacdo obtidos situaram-se acima de 0,98, conforme apresentado nas
Tabelas 4.2 e 4.3. De acordo com Brito et al. (2003), esses valores apresentam correlacdo

fortissima entre as variaveis area do pico cromatografico e concentracao do analito.

Tabela 4.2: Equacdes da reta e coeficientes de correlagdo dos estrogénios detectados pelo DAD

Estrogénio Equacéo da reta r2

Estriol y = 15,388x -237,26 0,9924
17B-estradiol y = 16,366x -526,74 0,9885
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17a-etinilestradiol  y =15,473x -682,62 0,9854
Estrona y =17,307x -693,63 0,9895

Fonte: Arquivo pessoal.

Tabela 4.3: Equac6es da reta e coeficientes de correlacdo dos estrogénios detectados pelo FLD

Estrogénio Equacéo da reta r2
Estriol y = 27608x + 66759 0,9920
17B-estradiol y = 28561x -79971 0,9955
17a-etinilestradiol y = 28047x -107662 0,9989

Fonte: Arquivo pessoal.

As curvas de calibracdo dos estrogénios estriol (E3), 17p-estradiol (E2), 170-
etinilestradiol (EE2) e estrona (E1) que foram detectados pelo DAD se mostraram lineares na
faixa de 200 a 1000 pg.L™, conforme apresentado nas Figuras de 4.6 a 4.9. Ja os estrogénios
que foram detectados pelo FLD (E3, E2 e EE2) se mostraram lineares entre 25 e 1000 pg.L™,
as Figuras de 4.10 a 4.12 apresentam a linearidade de cada um desses estrogénios.
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6000 y = 15,388x - 237,26
r2=0,9924
4000
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0 200 400 600 800 1000 1200
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Figura 4.6: Curva de calibragéo do estriol na faixa estudada, com deteccdo pelo DAD

Fonte: Arquivo pessoal.
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Curva de calibracdo do 17p-estradiol na faixa estudada, com detecgdo pelo DAD

Fonte: Arquivo pessoal.

17a-etinilestradiol

16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000

y = 15,473x - 682,62
r2 = 0,9854

Area do pico cromatografico

0 200 400 600 800 1000 1200
Concentragao (ug.L?)

Figura 4.8: Curva de calibragéo do 17a-etinilestradiol na faixa estudada, com deteccéo pelo DAD

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 4.9: Curva de calibracdo da estrona na faixa estudada, com detec¢do pelo DAD
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Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 4.10: Curva de calibracéo do estriol na faixa estudada, com deteccéo pelo FLD

Fonte: Arquivo pessoal.
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17p-estradiol
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Figura 4.11: Curva de calibracdo do 17p-estradiol na faixa estudada, com deteccdo pelo FLD

Fonte: Arquivo pessoal.

17a-etinilestradiol
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Figura 4.12: Curva de calibragdo do 17a-etinilestradiol na faixa estudada, com detec¢éo pelo FLD

Fonte: Arquivo pessoal.

A sensibilidade do método foi determinada utilizando as equag6es da reta referentes a
curva de calibracdo de cada estrogénio, sendo avaliado o valor do coeficiente angular,

conforme apresentado na Tabela 4.4.
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Tabela 4.4: Coeficiente angular da curva de calibracdo referente a estriol; 17p-estradiol; 17a-
etinilestradiol e estrona

Estrogénio Coeficiente angular  Coeficiente angular
(deteccéo pelo DAD)  (deteccéo pelo FLD)

Estriol 15,388 27608

17B-estradiol 16,366 28561

17a-etinilestradiol 15,473 28047
Estrona 17,307 ND”

" Estrogénio ndo detectado pelo detector FLD

Fonte: Arquivo pessoal.

O método validado se mostrou mais sensivel na deteccdo dos estrogénios por
fluorescéncia (FLD), uma vez que os valores dos coeficientes angulares dos trés estrogénios
por ele detectado sdo maiores que os coeficientes angulares dos estrogénios com deteccéo por
ultravioleta (DAD). Porém, entre os quatro estrogénios detectados pelo DAD, o método

apresentou maior sensibilidade para estrona, que por sua vez ndo pode ser detectada pelo FLD.

4.1.3 Limite de deteccéo e limite de quantificacéo

O limite de deteccédo (LD) e de quantificacdo (LQ) instrumental foi determinado através
da relacao sinal/ruido (S/N), considerando a razéo 3:1 para LD e 10:1 para LQ (Tabela 4.5). Os
cromatogramas apresentados nas Figuras de 4.13 a 4.16, indicam como a relagéo sinal/ruido foi

determinada.

Tabela 4.5: Limite de detec¢do e limite de quantificacdo instrumental dos estrogénios com detecgéo pelo DAD e

pelo FLD
Estrogénio Detector DAD Detector FLD
LD (ug.L") LQ(ug.L") LD (ugL") LQ(ugL?)
Estriol 200 300 25 50
17B-estradiol 200 300 25 50
17a-etinilestradiol 200 300 25 50
Estrona 200 300 ND* ND"

" Estrogénio ndo detectado pelo detector FLD

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 4.13: Cromatograma usado para a determinacdo do limite de deteccdo pela relacdo sinal/ruido da
solucdo mista de padrdes em concentracdo de 200 pg.L™?, com detecgdo pelo DAD
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Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 4.14: Cromatograma usado para a determinacéo do limite de quantificacdo pela relacdo
sinal/ruido da solucdo mista de padrdes em concentracdo de 300 pg.L™, com deteccdo pelo DAD

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 4.15: Cromatograma usado para a determinacédo do limite de deteccdo pela relacdo sinal/ruido da
solucdo mista de padrdes em concentracdo de 25 pg.L™, com deteccdo pelo FLD

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 4.16: Cromatograma usado para a determinacéo do limite de quantificacdo pela relacdo
sinal/ruido da solucdo mista de padrdes em concentracdo de 50 pg.L™, com deteccdo pelo FLD

Fonte: Arquivo pessoal.

Como a metodologia analitica validada prevé pré-concentracdo por extracdo em fase
solida, as amostras foram concentradas mil vezes (de 1L para 1,00 mL), portanto, 0 método
desenvolvido permite detectar e quantificar os estrogénios na concentragdo de ng.L™. Sendo

assim, os estrogénios em estudo puderam ser detectados e quantificados pelo DAD, em
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concentragdes de 200 e 300 ng.L?, respectivamente. Enquanto que, pelo FLD as concentragdes
foram de 25 ng.L* para LD e de 50 ng.L™ para LQ.

Diante dos valores dos limites de deteccdo e de quantificacdo, o FLD pode ser
considerado mais sensivel frente ao método validado, uma vez que, apresenta valores de LD e

LQ inferiores aos apresentados pelo DAD.

4.1.4 Exatidao

Diante da indisponibilidade de Material de Referéncia Certificado (CRM) de agua contaminada
com estrogénios, a exatiddo do método foi realizada por fortificagdo de &gua ultrapura com os
padrdes dos analitos em trés niveis de concentracdo (0,4; 0,5 e 0,6 pg.L™). As solucdes
fortificadas foram extraidas e injetados no sistema de CLAE. Posteriormente foram
determinados os valores de recuperacdo e do coeficiente de variagdo de cada analito. As
recuperacdes médias e os coeficientes de variagdo expressos em porcentagem estdo descritos
nas Tabelas 4.6 e 4.7.

Tabela 4.6: Dados da exatiddo do método para os estrogénios com deteccdo pelo DAD

Concentracao em Recuperacdo média (coeficiente de variacdo) em %

ug.L 1 (replicata)

Estriol 17p-estradiol 17a- Estrona
etinilestradiol
0,40 (1) 101,2 (8,0) 75,5 (5,7) 93,5 (9,4) 80,9 (9,0)
0,40 (2) 74,8 (6,6) 74,3 (8,1) 73,6 (6,0) 77,0 (6,0)
0,40 (3) 81,9 (1,8) 62,1 (11,7) 78,8 (6,7) 75,6 (6,3)
0,50 (1) 95,5 (1,4) 95,8 (1,7) 104,7 (7,2) 75,5 (14,7)
0,50 (2) 92,6 (6,4) 91,4 (4,8) 88,7 (4,8) 74,1 (4,6)
0,50 (3) 91,4 (3,7) 81,3 (10,7) 90,7 (3.8) 74,4 (5,8)
0,60 (1) 88,8 (3,2) 80,6 (3,7) 76,3 (7,1) 72,4 (3.8)
0,60 (2) 99,2 (3,8) 90,1 (2,1) 87,8 (8,5) 85,7 (1,2)
0,60 (3) 84,5 (1,4) 77,9 (1,2) 88,7 (8,4) 71,6 (2,4)

Fonte: Arquivo pessoal.
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Tabela 4.7: Dados da exatiddo do método para os estrogénios com deteccéo pelo FLD

Concentracdo em Recuperacgdo média (%) — coeficiente de variacéo (%)
ug.L* (replicata)
Estriol 17p-estradiol 17a-etinilestradiol

0,40 (1) 86,5 (0,2) 100,3 (1,7) 101,5 (3,3)
0,40 (2) 80,0 (1,6) 91,9 (4,8) 87,0 (2,4)
0,40 (3) 84,4 (0,4) 90,0 (1,7) 93,9 (6,8)
0,50 (1) 92,9 (1,8) 94,5 (0,5) 98,7 (3,0)
0,50 (2) 91,4 (2,3) 97,7 (4,0) 96,2 (4,6)
0,50 (3) 91,0 (1,3) 94,0 (4,1) 98,7 (4,4)
0,60 (1) 88,3 (0,2) 91,8 (4,3) 93,3 (1,0)
0,60 (2) 99,4 (0,5) 102,7 (3,0) 105,6 (0,6)
0,60 (3) 89,8 (0,7) 97,0 (1,1) 93,6 (0,2)

Fonte: Arquivo pessoal.

Os dados apresentados na Tabela 4.6 mostram que para os estrogénios com deteccao
pelo DAD, a recuperacdo média (Rmedia) ficou compreendida entre 62,1 e 101,2% com
coeficiente de variacdo (CV) inferior a 15%. J& na Tabela 4.7, pode-se observar que 0s
estrogénios detectados pelo FLD a exatiddo ficou compreendida entre 80,0 e 105,6% com CV
inferior 7,0%. Os valores de Rmsdia € CV obtidos para ambos os detectores foram considerados
satisfatorios para analise de tracos, pois, amostras em concentragdes de ng.L™ os critérios de
recuperacdo aceitaveis sdo entre 40 e 120% com coeficiente de variacdo (CV) menor que 45%
para as repeticées (BRITO et al., 2003).
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4.1.5 Precisao

A precisdo de um método pode ser avaliada de trés maneiras diferentes: repetitividade,
precisdo intermediaria e reprodutividade.

A precisdo intermediaria avalia as variagcGes dos dados obtidos quando se utiliza o
mesmo laboratério porém, em dias diferentes, por analistas e equipamentos diferentes, entre
outros (BRITO et al., 2003).

O critério para avaliar a precisdo do método foi a comparacéo entre o valor experimental
e o valor tabelado para o teste F para dois conjuntos de amostras (n= 6 para cada conjunto). As
amostras foram preparadas em dias diferentes e por analistas diferentes. A Tabela 4.8 apresenta
os valores de recuperacdo média (Rmedia), de coeficiete de variacdo (CV), Fealculado € Ftabelado para
0s conjuntos de dados do Analista 1 e 2.

Tabela 4.8: Valores de recuperagdo média (R media), coeficiente de variagdo (CV), Fearculado € Frabelado para
0s conjuntos de dados do Analista 1 e 2

Estrogénio detectado pelo DAD Estrogénio detectado pelo FLD

E3 E2 EE2 El E3 E2 EE2
Rmedia (%) £ desvio  100,6  112,2 100,6 103,5 1045 106,5 100,3
padrédo (n=6) +6,8 +7.2 +7.4 +7.6 +1.1 +1.7 +2.1
Analista 1
Rmedia (%) + desvio 108,9 1111 107.,8 1045 108,0 101,6 102,4
padrédo (n=6) +8.1 +9.9 +5.0 +75 +1.9 +2.0 +3,0
Analista 2
CV (%) Analista 1 6,8 6,3 7,3 10,4 0,6 1,6 2,1
CV (%) Analista 2 7,3 8,8 47 7,3 4,3 5,2 5,4
Fcalculado 1,3 1,9 2,2 1,0 3,2 1,6 2,1
Fabelado 5,05 5,05 5,05 5,05 5,05 5,05 5,05

Fonte: Arquivo pessoal.

De acordo com os valores obtidos com o teste F concluiu-se que ndo existe diferenca
significativa entre os valores de variancia para uma confiabilidade de 95% uma vez que, o valor

de Frabelado para grau de liberdade igual a 5, tanto no denominador quanto no numerador € igual
a 5,05 (BACCAN et al., 2001).
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A metodologia validada mostrou ser precisa pois, em todos 0s casos Fca < Fib. € as

variagdes entre os resultados foram inferiores a 10,5%, cujo valor foi considerado dentro da

faixa aceitavel para analise de ng.L™.

4.1.6 Robustez

A robustez do método foi avaliada alterando, propositadamente + 5% as seguintes

condi¢des cromatogréaficas: a composicao da fase mével (FM), o volume de injecdo, a vazédo da

fase movel (FM) e a temperatura do compartimento da coluna cromatografica. As Tabelas 4.9

e 4.10 apresentam os resultados obtidos.

Tabela 4.9: Dados de robustez do método para os estrogénios detectados pelo DAD

Condigdo cromatografica
alterada

FM 52,5% H,0 47,5% ACN
FM 47,5% H,0 52,5% ACN

Vazdo da FM: 0,475 mL.min?

Vazéo da FM: 0,525 mL.min™*
Temperatura da coluna: 42°C
Temperatura da coluna:38°C
Volume de Injecdo: 9,5 puL

Volume de Injecédo: 10,5 pL

Recuperacdo media (coeficiente de variacao)
em porcentagem

Estriol

94,5 (10,6)
84,5 (3,1)
112,2 (2,0)
97,3 (6,3)
113,3 (1,0)
111,3 (3,9)
110,7 (3,7)

118,7 (1,8)

17p-estradiol

98,0 (4,4)
111,6 (3,9)
111,2 (2,3)
100,7 (6,5)
102,6 (1,3)
107,3 (6,2)
105,1 (7,3)

111,1 (4,7)

17a-

etinilestradiol

70,7 (5.8)
112,4 (3,3)
107,5 (9,8)
98,2 (7,1)
106,0 (2,1)
102,3 (4,6)
100,1 (3,7)

103,4 (5,1)

Estrona

95,5 (8,8)
112,7 (7,8)
114,1 (7,3)
105,5 (3,9)
108,9 (3,5)
110,8 (1,0)
103,4 (8,5)

112,4 (3,6)

Fonte: Arquivo pessoal.
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Tabela 4.10: Dados de robustez do método para estrogénios detectados pelo FLD

Condigéo cromatogréafica
alterada

FM 52,5% H,0 47,5% ACN

FM 47,5% H,0 52,5% ACN
Vazdo da FM: 0,475 mL.min*

Vazdo da FM: 0,525 mL.min*!

Temperatura da coluna: 42°C

Temperatura da coluna: 38°C
Volume de injecéo: 9,5 pL

Volume de injecéo: 10,5 puL

Recuperacdo média e (coeficiente de variagédo)
em porcentagem

Estriol 17p-estradiol 17a-etinilestradiol
93,2 (1,4) 97,9 (0,2) 96,7 (1,3)
1005 (3,4)  104,1 (1,1) 108,5 (4,8)
107,0 (3,0) 108,8 (1,6) 106,1 (1,6)
95,3 (1,5) 97,5 (1,7) 96,4 (1,7)
99,7 (0,2) 101,6 (2,9) 98,6 (0,9)
96,8 (0,4) 102,2 (1,1) 101,0 (3,4)
91,0 (0,4) 94,6 (1,7) 93,6 (1,6)
100,6 (1,5) 104,1 (0,8) 103,0 (1,8)

Fonte: Arquivo pessoal.

De acordo com os dados apresentados nas Tabelas 4.9 e 4.10, pode-se verificar que 0s

valores de recuperacdo dos analitos detectados pelo DAD estéo entre 70,7 e 118,7% com CV

inferiores a 10,6%. Enquanto que, as recuperacdes dos analitos com detec¢édo pelo FLD estéo
compreendidas entre 91,0 e 108,8% com CV entre 0,2 e 4,8%.

Como as condi¢Oes estudadas ndo apresentaram valores maiores que 45% para 0s CV

e a recuperacdo estd compreendida na faixa de 40 a 120%, nenhum dos parametros avaliados

mostrou efeito significativo, indicando que o método pode ser considerado robusto frente a

estas variacdes experimentais.

4.2 Condicdes cromatograficas otimizadas

De acordo com se¢do 3.6 foram otimizadas as condi¢cBes cromatograficas para analise

dos estrogénios estrona, 17p-estradiol, estriol e 17a-etinilestradiol. As condigdes 6timas estdo

apresentadas na Tabela 4.11.
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Tabela 4.11: Condiges cromatogréficas otimizadas para anélise dos estrogénios empregando CLAE

Tempo de corrida 18 minutos
Composicgédo da fase movel Agua:Acetonitrila - 50:50
(modo isocratico)

Vazao da fase movel 0,5 mL.min!
Volume de injecao 10 uL
Temperatura da coluna 40°C
Comprimento de onda do detector UV 285 nm
Comprimento de onda do detector de Aex— 230 nm € Aem— 310 Nm

fluorescéncia

Fonte: Arquivo pessoal

4.3 Otimizacao das condicgOes para extracao em fase solida

Todos os experimentos de extragdo em fase sélida foram feitos como descrito na sec¢éo
3.7 (pagina 56) e de acordo com a Tabela 3.3. Primeiramente, foi calculado a recuperacéo para
cada estrogénio detectado em cada experimento e em seguida, foi calculada a média desses

valores, conforme apresentado na Tabela 4.12.
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Tabela 4.12; Valores de recuperacdo média obtidos para os estrogéniocom deteccdo pelo DAD e pelo
FLD apos realizar os experimentos de EFS

Experimento  Recuperacdo média (%) Experimento Recuperacgdo média (%)

DAD FLD DAD FLD
1 84 106 15 70 88
2 94 106 16 95 108
3 87 94 17 81 93
4 103 102 18 112 107
5 86 97 19 183 106
6 100 92 20 50 56
7 101 103 21 124 91
8 113 119 22 71 73
9 0 0 23 0 73
10 222 98 24 92 102
11 144 97 25 0 47
12 124 97 26 319 74
13 87 87 27 310 167
14 93 89 28 96 103

Fonte: Arquivo pessoal.

Como pode ser observado na Tabela 4.12 em alguns experimentos, como por exemplo
o de numero 10, os valores de recuperacdo média ultrapassaram a faixa aceitavel de para
recuperacdo dos analitos em analises de concentragdes de ng.L? (40-120%). Os altos valores
de recuperacdes obtidos podem estar relacionados a eluicdo de outras substancias juntamente
com o analito, interferindo na pureza do pico. Uma das formas de identificar se isso ocorreu, é
por meio da pureza espectral dos picos dos analitos, pois quanto mais préximo de 1,00 mais

puro € o pico.

O cromatograma da Figura 4.17 representa a separacdo dos quatro estrogénios de acordo
com as condicdes de extracdo do experimento 10, em destaque estdo os valores de pureza de

pico para cada estrogénio.
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mAUj

° Minutos

Figura 4.17: Cromatograma referente a separacéo e pureza espectral dos estrogénios: 1) estriol; 2) 17p-estradiol;
3) 17a- etinilestradiol e 4) estrona, extraidos de acordo com o experimento 10

Fonte: Arquivo pessoal.
Os valores de pureza de pico indicam que possivelmente esse analitos ndo estdo puros,
principalmente o pico 1 referente ao estriol, que apresenta pureza de pico de 0,21, valor inferior

ao valor de referéncia (1,00).

Apos a realizagdo das extracdes foi feito o tratamento estatistico dos dados utilizando o
software Statistica 2010 para obter graficos de superficie de resposta, e a partir disso optar pelas
melhores condi¢Bes de extracdo. O mais vidvel foi averiguar o conjunto de condi¢cdes que
fornecesse resultados mais satisfatorios para os quatro analitos, considerando que na amostra
real todos os quatro possam estar presente. Sendo assim, para cada experimento realizado foi
calculado a média das recuperacdes obtidas dos quatro estrogénios com deteccdo pelo DAD e

dos trés estrogénios com deteccdo pelo FLD.

Os graficos de superficie de resposta foram feitos relacionando as médias dos valores
de recuperacdo no eixo Z com dois fatores nos eixos X e Y que estdo codificadosem -1, 0 e +1.
Alguns exemplos dos graficos gerados estdo apresentados nas Figuras de 4.18 a 4.23. As
variaveis relacionadas foram: cartucho versus pH da &gua, cartucho versus solvente de eluicéo,
cartucho versus vazdo da fase mével durante a extracdo, pH da dgua versus solvente de eluicéo,
pH da agua versus vazdo da fase mével durante a extracdo e solvente de eluicdo versus vazao

da fase mével durante a extracéo.
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Figura 4.18: Curva de superficie de resposta relacionando marca do cartucho, valor do pH da amostra e
recuperacdo média dos estrogénios detectados por DAD

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 4.19: Curva de superficie de resposta relacionando marca do cartucho, valor do pH da amostra e
recuperacdo média dos estrogénios detectados por FLD

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 4.20: Curva de superficie de resposta relacionando marca do cartucho, vazdo da extracéo e
recuperacdo média dos estrogénios detectados por DAD

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 4.21: Curva de superficie de resposta relacionando marca do cartucho, vazao da extracéo e
recuperacdo média dos estrogénios detectados por FLD

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 4.22: Curva de superficie de resposta relacionando solvente, vazdo da extragdo e recuperacao
média dos estrogénios detectados por DAD

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 4.23: Curva de superficie de resposta relacionando solvente, vazéo da extracdo e recuperacdo
média dos estrogénios detectados por FLD

Fonte: Arquivo pessoal.

A partir dos dados gerados pdde-se estabelecer os fatores que apresentaram maior
influéncia para a extracdo em fase solida dos estrogénios em estudo.
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Na relagdo cartucho e pH da amostra (figuras 4.18 e 4.19), observa-se que o pH mais
adequado foi igual a 8, uma vez que, os valores de pKa do E1, E2, E3 e EE2 sdo: 10,34, 10,23;
10,40 e 10,05, respectivamente, o que indica que sdo acidos fracos e apresentam maior
estabilidade em valores de pH proximos a 10, ou seja, em meio basico. Outro fator que também
pode influenciar é a fase sdlida presente no cartucho. Os sorventes a base de silica apresentam
maior estabilidade a pH na faixa de 2-8 (JARDIM, 2015).

Ao relacionar vazao da fase mével durante a extracdo com cartucho (Figuras 4.20 e
4.21), nota-se que na menor vazdo produziu melhores resultados, pois quanto maior o tempo
que a amostra ficar em contato com a fase sdlida do cartucho maiores serdo as chances de

ocorrer interacdes entre os analitos e o sorvente.

A maioria dos experimentos apresentou valores de recuperagédo dentro da faixa aceitavel
para ambos detectores, porém, de acordo com as curvas de superficie de resposta optou-se pelo
experimento de nimero 5 que apresentou as seguintes condicGes: cartucho da marca
Chromabond C18-ec, pH da agua igual a 8, Metanol: Acetato de Etila (1:1) como solventes de
eluicdo e vazdo da fase mdvel durante a extracdo de 3 mL.min™. Essas condicdes de extracio
em fase solida foram as que apresentaram melhor desempenho dentre os 28 experimentos e

valores de recuperacdo mais satisfatorios.
4.4 Tentativa de reutilizacdo dos cartuchos utilizados na extragao

Uma caixa com 30 cartuchos para extracdo em fase sélida da marca Chromabond C-18
ec, com volume de 6 mL, adsorvente de 500 mg custa em média R$535,00 (cotacdo obtida em
16/06/2016), segundo o representante do fabricante Macherey-Nagel no Brasil. Devido aos
altos custos agregados a compra desses cartuchos, foi realizado uma tentativa de reutilizacao
do adsorvente.

Os cartuchos de extracdo foram preparados como descrito na secdo 3.8. Alguns deles
ficaram armazenados imersos em metanol por cerca de 30 dias, enquanto que outros ficaram
imersos no mesmo solvente por apenas 3 dias.

As extracdes em fase solida foram feitas em triplicatas juntamente com um branco em
cada nivel de concentracdo. A agua destilada foi fortificada com solucdo mista em
concentraces de 0,40; 0,50 e 0,60 pg.L?. Vale ressaltar que, as condigOes de extracdo néo
foram modificadas, ou seja, foram as mesmas obtidas na otimizacdo da extracdo em fase sélida.

Na Tabela 4.13 estdo apresentados os valores de recuperacdo média dos estrogénios.
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Tabela 4.13: Valores de recuperagdo obtidos para os estrogénios estriol, 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol apos
tentativa de reutilizagdo dos cartuchos de extracéo

Concentracao
(ng.L™)

0,40 (1)
0,40 (2)
0,40 (3)
0,50 (1)
0,50 (2)
0,50 (3)
0,60 (1)
0,60 (2)
0,60 (3)

Estriol

5,8

16,7
27,9
19,1
20,4
154
9,3

9,7

34,5

Recuperagdo média (%)

17B-estradiol
4,8
39
34,4
14,1
16,2
9,9
10,6
9,1
29,8

17a-etinilestradiol

52

7,3

36,9
15,6
18,3
11,1
12,0
10,9
33,0

Fonte: Arquivo pessoal

De acordo com a Tabela 4.13, observou-se que as recuperacdes médias apresentaram

valores inferiores a faixa aceitavel (compreendida entre 40-120%), isso comprova que ndo foi

possivel recuperar as fases adsorventes presentes nos cartuchos.

Como esses cartuchos ja foram utilizados, possivelmente ocorreu alguma deformacéo

e/ou obstrucéo dos sitios especificos de reconhecimento das moléculas dos analitos, impedindo

que as mesmas fossem efetivamente retidas pelos sitios ativos presentes no adsorvente. Pode-

se destacar também, que nesse caso, ndo houve interferéncia do tempo que os cartuchos ficaram

imersos no solvente, pois, tanto os cartuchos que ficaram imersos 30 dias, assim como, 0s que

ficaram 3 dias, apresentaram baixa porcentagem de recuperacdo. No entanto, ndo foi encontrado

na literatura trabalhos relacionados a esse assunto, impedindo que seja feito comparacdes entre

os resultados obtidos e outros estudos.
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4.5 Determinacao dos estrogénios no Lago de Furnas no municipio
de Alfenas- MG

4.5.1 Algumas caracteristicas fisicas e quimicas das amostras e do entorno

dos pontos de coleta

A fim de identificar se as amostras de dgua coletadas e 0 ambiente no entorno dos pontos
de coleta estavam de acordo com os padrdes para corpos de agua determinados pela Resolucéo
do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) 357/2005, foi feita a medicdo do
oxigénio dissolvido na agua, do pH, , da condutividade e da temperatura da 4gua (Tabela 4.14).

Tabela 4.14: Valores de pH, oxigénio dissolvido, condutividade e temperatura medidos no entorno dos
pontos de coleta de agua na regido de estudo

Data da Ponto pH Oxigénio Temperatura Condutividade
amostragem  de dissolvido (°C) (uS.cm™)
coleta (mg.L ™)
09-03-2016 1 6,16 5,48 28,22 22
2 6,96 5,38 28,23 20
3 7,05 5,07 28,11 25
4 7,05 5,26 27.96 27
5 7,11 5,65 28,31 22
07-04-2016 1 8,36 8,14 29,21 30
2 8,32 8,10 29,13 33
3 7,61 7,30 28,23 28
4 8,11 7,07 28,52 25
5 8,10 6,99 28,73 30
28-04-2016 1 6,42 4,60 26,63 ND
2 6,75 4,05 26,92 ND
3 6,74 4,18 27,00 ND
4 6,71 3,88 26,96 22
5 6,77 3,44 27,03 14
19-05-2016 1 6,29 3,75 24,25 32
2 6,33 3,05 23,98 28
3 6,39 2,77 24,06 35
4 6,38 2,90 24,02 37
5 6,44 3,75 24,02 39

ND: Nenhum valor foi determinado nesse ponto.

Fonte: Arquivo pessoal
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De acordo com os dados da Tabela 4.14, observa-se que 0s parametros que
demonstraram mudanga significativa foram: oxigénio dissolvido na &gua, variando de

8,14 mg.L™ no més de abril para 2,77 mg.L™ no més de maio.

O pH é considerado como uma das variaveis ambientais mais importantes e uma das
mais dificeis de interpretar, devido ao grande nimero de fatores que podem influencia-lo, tais
como, as relacdes entre matéria organica, seres vivos, rocha, ar e agua. (ALVES et al., 2008;
VASCONCELOS; SOUZA, 2011). A decomposi¢do da matéria organica libera diéxido de
carbono (CO.), com isso, ha um aumento no valor do pH dos corpos d’agua. Isso afeta
diretamente os ambientes aquaticos, uma vez que, a solubilidade e disponibilidade de
compostos organicos em aguas pode aumentar significativamente quando sdo sorvidos em
matéria organica dissolvida (ALVES et al., 2008; YAMAMOTO et al., 2003).

De acordo com a Resolugdo CONAMA 357/2005, o Lago de Furnas é classificado como
rio classe 11, e os valores aceitaveis de pH séo entre 6,0 e 9,0. Sendo assim, os valores medidos

se enquadram dentro da faixa permitida, variando de 6,16 a 8,36.

Outra caracteristica quantificada, foi o oxigénio dissolvido (OD) na agua, que é
imprescindivel a sobrevivéncia dos organismos aerobios. Ambientes aquaticos com baixos
teores de OD além de apresentarem riscos a vida dos organismos, indicam a presenca de sélidos
organicos, uma vez que, a decomposicdo da matéria organica pelas bactérias aerobias &
acompanhada pelo consumo do OD na agua (VASCONCELOQS; SOUZA, 2011).

Segundo a Resolucdo CONAMA 357/2005 o oxigénio dissolvido da agua em qualquer
amostra ndo deve ser inferior a 5 mg.L™. Diante dos valores apresentados na Tabela 4.16,
observa-se que as amostragens dos dias 28/04/16 e 19/05/16 apresentaram valores de OD
inferiores a 5 mg.L™, ou seja, abaixo do nivel permitido. Isso pode estar relacionado ao fato de
que no dia 01/05/16 ocorreu um acidente ambiental, matando toneladas de tilapias que estavam
sendo criados em tanques-redes (ponto de coleta 5). Esse fato foi amplamente divulgado pela
imprenssa local (G1-Sul de Minas, 02/05/2016). Para a Policia Militar de Meio Ambiente, esse
acidente pode ter sido decorrente da diminuicdo do oxigénio na gua, pois, no dia do ocorrido
o valor medido foi de 1 mg.L?. Segundo um professor da Universidade Federal de Alfenas, a
auséncia do sol e previsdo de chuva por varios dias seguidos, contribuiu para a diminuicdo de
oxigénio na agua e pode ter sido a causa da morte de algas vermelhas, que liberam substancias
toxicas ao morrerem, colaborando para acelerar o processo de mortandande dos peixes (G1-Sul

de Minas, 02/05/2016). No entanto, esse ndo foi o primeiro acidente dessa natureza. Em
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11/03/13 algo semelhante aconteceu no mesmo local, devido a seca do ano de 2012, o nivel do
Lago abaixou e uma espécie de alga se desenvolveu, com o0 aumento de chuvas e temperatura,
houve proliferacdo dessas algas o que fez reduzir a quantidade de oxigénio dissolvido da agua
causando a morte de peixes (Globo Rural, 11/03/2013).

A temperatura pode interferir na condutividade elétrica, na quantidade de oxigénio
dissolvido e na solubilidade de varios compostos. Além disso, 0 crescimento microbiano é
influenciado por temperaturas OGtimas (ARAUJO; MONTEIRO, 2007; DONADIO;
GALBIATTI; PAULA, 2005). Sendo assim, quanto maior a temperatura, maior sera a atividade
microbiana e maior sera a biodegradabilidade dos IEs presentes na agua, uma vez que, a
biodisponibilidade desses compostos estdo intimamente ligados a acdo de micro-organismos.
A sorcdo de muitos IEs apresentam uma relacdo inversamente proporcional a temperatura, ou
seja, quanto maior a temperatura menor serd a sorcao de tal composto (KHANAL et al., 2006;
KRAEMER et al., 2009).

De acordo com a Tabela 4.14, observa-se que as temperaturas variaram de 23,98 a
29,21°C. Essas oscilacdes referem-se a variagcdes sazonais, pois, as temperaturas mais baixas
referem-se a amostragem do més de maio, que ja estava proximo ao inverno, enquanto que, as
temperaturas mais altas sao referentes as amostragens de dezembro a abril, abragendo as outras

estacdes do ano.

A condutividade € a expressdo numérica da capacidade da agua conduzir corrente
elétrica. Esse parametro depende da concentracdo idnica e indica a quantidade de sais existentes
na coluna d’agua e, portanto apresenta uma medida indireta da concentragao de poluentes. Esse
parametro ndo é estabelecido pela Resolugdo CONAMA 357/2005, poréem segundo a CETESB
(2009) niveis superiores a 100 puS.cm™ podem indicar ambientes impactados. De acordo com
as medicBes, os valores de condutividade estdo compreendidos entre 14 e 39 uS.cm™, bem
abaixo dos limites estabelecidos pela CETESB, indicando que possivelmente esses pontos de
amostragens ndo apresentam altas cargas de poluicdo. Vale ressaltar que, os valores de
condutividade dos pontos 1, 2, e 3 da amostragem do dia 28/04/16 ndo foram determinados,

devido a falhas técnicas do aparelho utilizado durante as coletas dessas amostras.

Além das caracteristicas medidas com a sonda multiparametros em campo, apds o
transporte das amostras de agua para o laboratorio da Universidade, foram realizadas analises

de turbidez em todas as amostras (Tabela 4.15).
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Tabela 4.15: Valores da turbidez medida em cada amostra de agua coletada

Ponto de Amostragem Amostragem Amostragem Amostragem
coleta 09/03/16 07/04/16 28/04/16 19/05/16
Turbidez (UNT) Turbidez (UNT) Turbidez (UNT)  Turbidez (UNT)
1 4,5 6,0 5,6 3,8
2 4,3 5,2 55 3,4
3 4,9 2,8 5,0 3,7
4 4,4 2,4 53 3,5
5 5,0 2,3 4,6 3,9

Fonte: Arquivo pessoal

De acordo com a Resolucdo CONAMA 357/2005, os valores de turbidez permitidos
para um rio de classificacdo classe 2 é de até 100 UNT (Unidade Nefelométrica de Turbidez).
Valores acima desse limite podem indicar que cargas poluidoras atingiram essa area do Lago
constantemente, seja por meio de esgoto bruto doméstico, industriais, residuos de animais ou
outras fontes difusas de contaminacdo. No entanto, os valores aferidos foram inferiores a 6,0

UNT, indicando que os pontos amostrais apresentavam agua com reduzida turbidez.

4.5.2 Extracdo das amostras coletadas

De acordo com as curvas das superficies de resposta obtidas optou-se pelo experimento
de nimero 5 para realizar a extracdo das amostras de agua coletadas. As extracGes das amostras
foram realizadas para cada um dos 5 pontos de amostragens, utilizando um sistema Vacuum

Manifold (Supelco) da seguinte maneira:

1) O pH da amostra foi ajustado para 8 com auxilio de uma chapa de agitacdo, um
medidor de pH e adi¢do de acido cloridrico 1,0 mol.L* e hidréxido de sodio 0,5
mol.L?, este Gltimo foi adicionado apenas quando o pH ultrapassava 8,0;

2) O cartucho da marca Chromabond C18-ec (0,45 um, 500 mg, 6 mL) do fabricante
Macherey- Nagel, foi condicionado com 5,00 mL de metanol a uma vazao de 3
mL.min;

3) A amostra (1L) foi percolada pelo cartucho a uma vazdo de 3 mL.min;

4) O cartucho foi lavado com 1,00 mL de uma solucdo de dgua: 5% metanol a uma
vazdo de 3 mL.min;

5) Os analitos foram eluidos com adicdo de 5,00 mL de metanol:acetato de etila ao

cartucho a uma vazao de 3 mL.mint:
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Os eluatos foram secos, resuspensos em 1,00 mL de acetonitrila e injetados no sitema

de CLAE para analise cromatogréfica.

4.5.3 Analise cromatogréafica das amostras coletadas

Através da validacdo da metodologia analitica, foi possivel constatar que o detector
FLD, foi mais sensivel, apresentou limites de detec¢do e de quantificacdo menores e valores de
recuperacdo mais proximos de 100%. Portanto, optou-se por analisar os estrogénios estriol (E3),
17p-estradiol (E2) e 17a-etinilestradiol (EE2) com esse detector. No entanto, a estrona (E1) néo
é uma substancia fluorescente e utilizando o método validado foi detectada apenas pelo detector
por ultravioleta com arranjo de diodos (DAD). A Figura 4.24 mostra um dos cromatogramas
obtidos na analise das amostras coletadas no Lago de Furnas, com deteccédo pelo FLD.

1004
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Figura 4.24: Cromatograma de uma das amostras de agua coletadas no Lago de Furnas, referente a
separacao dos estrogénios com deteccdo pelo FLD: 1) estriol; 2) 17p-estradiol; 3) 17a-etinilestradiol

Fonte: Arquivo pessoal.

Pode-se observar que os analitos apresentaram boa separacao e 0s tempos de retencédo
obtidos sdo proximos aos valores apresentados na Tabela 4.1 da Secdo 4.1.1. Vale ressaltar que,
a estrona detectada apenas pelo DAD durante a validacdo da metodologia analitica empregada,

nao foi encontrada em nenhuma das amostras coletadas.
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Os resultados apresentados na Tabela 4.16, sdo referentes as concentracbes medias e

desvio padrdo para cada estrogénio encontrado nos cinco pontos de coleta durante as cinco

campanhas de amostragens, realizadas entre dezembro de 2015 e maio de 2016.

Tabela 4.16: Concentracdo média e desvio padréo encontrado para estriol, 17p-estradiol e 17a-

etinilestradiol nas amostras de agua coletadas na regido de estudo

Amostragem
(data)

1 (07/12/2015)

2 (09/03/2016)

3 (07/04/2016)

4 (28/04/2016)

5 (19/05/2016)

Estrogénio

E3

E2
EE2

E3
E2

EE2

E3

E2

EE2

E3

E2

EE2
E3
E2

EE2

Ponto de coleta

Concentracdo média (ng.L™) + desvio padréo

ND
76 1,4
ND

ND
154 +3,8

ND

318 £3,0

*2536 £1,0

422 5,0
153+18,2

*1101 +0,0

143 4,0
ND
321 +1,6

76 £0,0

ND
75+1,4
ND
<LQ
116 +0,6

ND

208 +6,6

*1993 1,4

284 £25
ND

411 £6,7

67 2,9
ND
183 2,5

<LQ

3
ND

101 +1,4
ND
157 +4,6
124 +0,6

118 +0,6

182 +0,6

*1792 +0,6

256 +10,1
ND

436 +2,0

63 +1,6
ND
254 1,1

<LQ

4
202 +8,6

*1732 8,6
322 +10,4
366 +5,0

*0998 +2,6

209 +4,6

120 £1,0

*1415 +0,6

180 £2,2
ND

236 1,1

<LQ
ND
194 £0,6

<LQ

5
237 10,7

*2089 +6,6
320 +11,0

181 +14,1
195 +3/4

196 +3,8

110 £3,1

*1066 £1,1

141 +1,1
ND

231 +1,0

<LQ
ND
206 +0,6

<LQ

*Amostras que foram diluidas 10 vezes para compreenderem a faixa de concentragéo da curva analitica do método validado;

ND = Nao Detectado.

Fonte: Arquivo pessoal.

De modo geral, os resultados da Tabela 4.16 mostram que em todos os ponto de coleta

de todas as amostragens realizadas, foi encontrado pelo menos um dos estrogénios em estudo.
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O estriol (E3) se mostrou abaixo do LD em 52% das amostras. Em 4% ficou abaixo do
LQ, porém, acima do LD. Foi efetivamente quantificado em 44% das amostras em
concentragdes entre 11 +3,1 e 366 +5,0 ng.L*. Asim, podemos afirmar que o E3 foi detectado
em 48% das amostras.

O 17p-estradiol (E2) foi detectado e quantificado em todas as amostras. As

concentragBes encontradas mostraram-se entre 75 +1,4 e 9998 +2,6 ng.L™

O 17a-etinilestradiol (EE2), se mostrou abaixo do limite de deteccdo em 20% das
amostras. Em 24% foi detectado, porém, ndo pdde ser quantificado e em 56% das amostras foi
efetivamente detectado em concentracdes de 63 +1,6 a 422 +5,0 ng.L ™. Dessa forma, podemos
assumir que essse estrogénio foi detectado em 80% das amostras.

Como descrito anteriormente, a estrona foi detectada apenas usando-se DAD
empregando esse método, porém, esse estrogénio ndo foi encontrado em nenhuma das amostras
amostras coletadas no Lago de Furnas. Outros autores também fizeram o uso de DAD e FLD
em seus trabalhos, pelo fato da estrona e de outras substancias analisadas ndo serem
fluorescentes. Pérez e Escandar (2016) coletaram amostras de sedimentos de uma estacéo de
tratamento de agua (ETA) e de aguas (mineral, subterrénea e de rio), na cidade de Roséario na
Argentina. E1, E2, E3 e EE2 foram encontrados de forma geral, em concentracfes de 12-39;
11-96; 12-105 ng.L* nas amostras de agua subterranea, mineral e de rio, respectivamente. Ja
nas amostras de sedimentos dos rios Carcarafia, Parand e na propria ETA, as concentracfes

encontradas foram de 5-25; 7-24,2; 6-18 ng.g™, respectivamente.

Resultados semelhantes aos apresentados no corrente estudo, foram relatados por
Montagner e Jardim (2011). Um método analitico foi otimizado para a determinagdo de 15
contaminantes emergentes em aguas superficiais do Rio Atibaia na cidade de Campinas (SP),
usando extracdo em fase solida e cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por
ultravioleta com arranjo de diodos e por fluorescéncia. O método foi aplicado para o
monitoramento espacial e sazonal desses contaminantes emergentes incluindo, estrona (E1),
17B-estradiol (E2) e 17a-etinilestradiol (EE2). Dentre esses trés estrogénios, o E2 foi 0 mais
detectado, estando presente em 35% das 26 amostras em concentracdes elevadas, assim como
no corrente estudo, variando de 106 a 6806 ng.L™. O EE2 foi encontrado em apenas trés

amostras e a E1 ndo foi detectada pela metodologia otimizada.

Concentrag6es proximas aos valores encontrados para estriol no corrente estudo, foram

apresentados por Belhaj et al. (2015), que avaliaram durante um ano o comportamento e a
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variagdo sazonal dos estrogé€nios estriol (E3), 17B-estradiol (E2), estrona (El) e 17a-
etinilestradiol (EE2), em amostras de aguas residuais e lodo de uma estacdo de tratamento de
esgoto (ETE), na Tunisia. Em relacdo as amostras de &guas residuais, o estrogénio E1 foi
detectado nos 3 pontos de coleta, variando de 10 a 50 ng.L™. J4 os demais, foram detectados
nos pontos 1 e 2 nas seguintes concentraces: 10,8 e 9 ng.L? para E2, 36,7 e 32 ng.L? para
EE2 e 398 e 328 ng.L* para E3. Os resultados mostraram forte relagdo entre a remogéo dessas
substancias com a flutuacéo sazonal, sendo a estacdo do verdo a qual apresentou valores mais
elevados de remogdo (>80%) para os 4 estrogénios em estudo. Notou-se que no inverno e na
primavera, a concentragdo de E1 e E2 no efluente excedeu largamente as concentragdes
encontradas no afluente. E no inverno o lodo da ETE apresentou um nivel relativamente elevado

de estrogénios ndo degradados.

Muitos trabalhos na literatura relataram a determinagdo desses estrogénios, porém,
foram detectados em concentracdes menores em comparacao as encontradas nas amostras do
presente estudo. Monteiro e Andrade (2015) desenvolveram e validaram uma metodologia
analitica para a determinacdo dos estrogénios sintéticos levonorgestrel (LNG) e 17a-
etinilestradiol (EE2) em aguas superficiais do Rio Sapucai em Itajubd (MG). A amostragem foi
realizada na regido urbana de Itajuba, durante o periodo chuvoso. O EE2 foi encontrado nos 5
pontos de coletas em concentracdes entre 67,4 e 99,1 ng.L™, enquanto que o LNG ndo foi
encontrado em nenhum ponto de coleta. Em Belo Horizonte (MG), Moreira e colaboradores
(2009) analisaram amostras de dguas do Rio das Velhas, Morro Redondo e do Lago de Vargem
das Flores, as quais apresentaram no geral concentragGes entre 1,5 e 36,8 ng.L ™! para 17p-
estradiol e de 3,0 a 54 ng.L* para 17o-¢etinilestradiol. Outros autores, relataram concentragdes
mais baixas ainda de E2 e EE2 em amostras de aguas subterraneas na regido de Rhone-Alpes
(Franca), sendo, 0,3 e 1,3 ng.L " paraE2 e 0,5 e 3,0 ng.L? para EE2 (VULLIET et al., 2008).
Na Austria, Bursch e colaboradores (2004) avaliaram aguas em locais de rotina de controle de
qualidade da agua, perfazendo 27 locais de amostragens em aguas superficiais e 59 lugares em
aguas subterraneas, totalizando 261 e 112 amostras coletadas, respectivamente. Os interferentes
endocrinos analisados foram: 17f-estradiol, estriol, estrona, 17a-etinilestradiol, 4-nonilfenol,
4-nonilfenoletoxilato e produtos de suas degradacdes, octilfenol e octifenol-etoxilato, além, do
bisfenol. Em mais de 50% das amostras de aguas superficiais, E2 e E1 foram detectados, porém,
em baixas concentragdes, em média, de 0,13 e 0,35 ng.L, respectivamente. Ja nas amostras de
aguas subterraneas, o E2 foi detectado em 50% das amostras com valor maximo de 0,79

ng.L™.
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Em contra partida, trabalhos realizados no Brasil, assim como, em outros paises,
encontraram esses estrogénios em concentragfes superiores as concentragdes relatadas no
corrente estudo. Na cidade de Campinas (Brasil) em analises de amostras de dguas superficiais,
foram encontradas concentracdes na ordem de pg.L? de E1, E2, e EE2 variando os valores
entre, 3,5-5,0; 1,9-6,0 e 1,2-3,5 pg.L?, respectivamente (GHISELLI; JARDIM, 2007). Daniel
e Lima (2014) determinaram a presenga dos estrogénios estrona, estriol, 17p-estradiol ¢ 17a-
etinilestradiol em amostras de 4guas do Rio Tubardo, na divisa entre 0s municipios de Santo
André e Maua (SP). Nesse estudo foram detectados concentragdes significativamente
relevantes dos estrogénios estriol e estrona, 0,4 e 0,32 g.L?, respectivamente. Chaves (2015),
validou um método analitico e empregou EFS e CLAE-UV para a determinagcdo dos
interferentes enddcrinos bisfenol-A (BFA), B-estradiol (E2), 17a-etinilestradiol (EE2) e estrona
(E1), no Rio Paraiba do Sul em Aparecida (SP). Amostras de aguas superficiais foram coletadas
em profundidades diferentes e em um ponto proximo de captacéo para abastecimento publico
(50 m a jusante do descarte de esgosto do Santuario Nacional de Aparecida). Concentragdes
elevadas foram encontradas para todos os analitos, variando de: 0,032-0,088 pg.L™ para BFA;
0,009-0,40 pg.L? para E2; 0,07-0,6 pg.L™* para EE2 e 0,107-0,91 pg.L™ para E1. A autora
inferiu que os valores obtidos podem estar relacionados ao numero de visitantes a cidade, ao
tratamento convencional de esgoto que talvez seja ineficiente e ao indice pluviométrico e
temperatura. Uma vez que, tais substancias quando encontradas em ng.L? ja apresentam riscos
para o sistema endocrino de animais e a biota, essa exposicao se torna muito mais preocupante

a0 passo que os estrogénios estdo sendo encontrados na ordem de pg.Lte g.L™2.

Os trabalhos descritos anteriormente, ratificam que os resultados encontrados no Lago
de Furnas no municipio de Alfenas ndo é um caso particular, mostrando que rios de diferentes
lugares do Brasil apresentam contaminagdo de suas aguas por algum dos quatro interferentes

enddcrinos em estudo.

Analisando cada amostragem particularmente, percebemos que na amostragem 1
(07/12/2015), E3 e EE2 foram encontrados apenas nos pontos 4 e 5 e em concentracdes altas,
superiores a 202 ng.L™1. Enquanto que, o estrogénio E2 foi detectado e quantificado em todas
as amostras, em concentragdo de 60 a 90 ng.L™ nos pontos 1, 2 e 3. Ja nos pontos 4 e 5, as
concentragcBes encontradas desse estrogénio foram altas o suficiente para extrapolar a curva
analitica (1000 ng.L™), tornando-se necessario fazer a diluicdo dessas amostras. Sendo assim,

uma aliquota de 100 pL da amostra foi diluida em 900 uL de acetonitrila e analisado novamente
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no sistema cromatografico. Portanto, as concentracfes reais encontradas para E2 nos pontos de

coleta 4 e 5 foram 1683 e 2112 ng.L?, respectivamente.

O mesmo procedimento de diluicdo se repetiu para a amostragem 2 e 4, onde o 17p-
estradiol (E2) foi encontrado em concentracdes de 9998 e 1101 ng.L* nas amostras dos pontos

4 e 1, respectivamente.

Todos os estrogénios em estudo, exceto estrona, foram detectados e quantificados nas
amostras de agua dos cinco pontos de coleta da amostragem 3. Porém, o E2 foi encontrado em
concentracdes superiores a 1000 ng.L* em todas as amostras e, por isso, essas tiveram que ser

diluidas conforme descrito anteriormente.

Na amostragem 5, na maioria das amostras o 17a-etinilestradiol (EE2) foi detectado,
mas ndo pdde ser quantificado, pois, a concentragcdo encontrada para tal estrogénio foi inferior
ao limite de quantificacdo do método (50 ng.L?). Diante disso, conclui-se que o EE2 foi
encontrado em concentragcdes consideravelmente menores ao comparar com as concentracées

obtidas na amostragem 3, que estdo compreendidas entre 141 e 422 ng.L™.

Em um estudo realizado por Li et al. (2013) foi monitorado a biodegradagdo de 17p-
estradiol (E2) e 17a-etinilestradiol (EE2) em amostras de agua e solo, esses compostos
apresentaram meias-vidas de 1,7; 5,3 dias para E2, EE2, respectivamente, indicando que o EE2
ndo era tdo facilmente biodegradavel como os demais IEs em estudo. Os autores averiguaram
que, conforme havia a formacédo de E1, as concentracfes de E2 e EE2 diminuiam, em seguida,
a concentracdo de E1 diminuiu e ao mesmo tempo estriol (E3) foi detectado. Por isso, foi
proposto a seguinte via de biotransformacdo desses estrogénios: E2 - EE2 - E1 - E3. Foi
observado também durante a biodegradacdo de uma amostra de solo contendo EE2 a formacéo
de E3, porém, E1 ndo foi formado como produto intermediario, constatando assim, que ha a
possibilidade de ocorrer uma conversao aerobia do EE2 ao E3. No corrente estudo estriol (E3)
foi detectado e quantificado em poucas amostras. De acordo com o0s dados da Tabela 4.19, em
todas as amostras que foram detectados E3, também foram detectados concentracbes de EE2.
Isso pode representar um indicativo que o E3 presente nas amostras, poderia ser proveniente da

conversao aerobica de EE2 a E3.

Ha trabalhos que ndo estudam o estriol, talvez pelo fato desse estrogénio eluir nos
primeiros minutos de analise da amostra, podendo coeluir com substancias que irdo interferir
no seu pico e dificultar sua separacdo. Girotto e colaboradores (2007) otimizaram um método

de extracdo em fase solida utilizando ferramentas quimiométricas para extrair E1, E2 e EE2.
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No Ceard, Pessoa e colaboradores (2012) otimizaram um método analitico para determinar E1,
E2 e EE2 em efluente tratado por sequéncia de lagoas, para tal, utilizaram extracdo em fase
solida e cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas. Lopes et al. (2010)
investigaram a presenca de E1 e E2 em amostras de 4gua de diferentes lugares. As coletas foram
realizadas na nascente do cérrego Rico, apos passagem pela area urbana do municipio de Monte
Alto (localizado entre a nascente e Jaboticabal), no ponto de captacéo de dgua para Jaboticabal
e apds passagem pela ETA da cidade. Os autores concluiram que as concentragcdes mais altas
para os dois estrogénios foram encontradas entre Monte Alto e Jaboticabal, onde ha cerca de
92 propriedades rurais e lancamento de esgoto bruto, podendo ser essas, as maiores fontes de
aporte de estrogénios para a agua.

No presente estudo, a estrona (E1) ndo foi detectada nem quantificada pela metodologia
analitica otimizada. Porém, as altas concentra¢des encontradas para 17p-estradiol (E2), levam
a crer que estrona possa estar presente no Lago de Furnas, pois, ao ser excretado o estrogénio
E2 ¢é oxidado a E1. Por outro lado, diante do valor de coeficiente de sor¢do da estrona (4882),
0 maior dentre esses quatro estrogénios, pode-se esperar alto potencial de sor¢do em solos e
sedimentos, 0 que reduziria sua concentracdo em meios aquosos (DOLAR et al., 2012;
GUEDES-ALONSO et al., 2014; HAMID; ESKICIOGLU, 2012).

Os estrogénios E3, E2 e EE2 podem ndo terem sido detectados em algumas amostras
pelo fato de estarem na forma conjugada, basicamente na forma de sulfatos e glucoronideos.
Esses conjugados polares, sdo biologicamente inativos e mais solliveis em d&gua em comparacgéo
com o seu homdlogo ndo conjugado correspondente. Portanto, para monitorar a presenca desses
estrogénios, seria necessario um método analitico especifico para sua determinacao. Trabalhos
tanto no Brasil, como em outros paises, tém sido desenvolvidos para analise dessas substancias

em ambientes aquaticos, solo ou efluentes.

Kuster e colaboradores (2009) monitoraram a presenca de 5 fitoestrogénios, 3
progestogénios, 5 estrogénios livres, incluindo E1, E2, E3 e EE2 e 6 estrogénios conjugados
(E3G, E2G, E1G, E3S, E2S e E1S) em vinte amostras de dguas. As amostras foram coletadas
nos Rios Guandu, Paraiba do Sul e Macaé, no Canal Pavuna e em duas lagoas situadas na parte
sul da cidade do Rio de Janeiro. Os resultados mostraram que os fitoestrogénios chegaram a
concentracies de até 366 ng.L?, os progestogénios até 47,1 ng.L! e os estrogénios a 7,3
ng.Lt. Referente a essa Gltima classe de hormdnios, foram detectados estriol (E3) e estradiol-
17-glucoronideo (E2G) em mais de 50% das amostras, ja o estradiol-3-sulfato (E2S) e estriol-

3-sulfato (E3G) foram encontrados em pelo menos duas amostras.
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Groeppert, Dror e Berkowitz (2014) estudaram a detecgdo, destino e transporte dos
estrogénios estrona (E1), 17B-estradiol (E2) e estrona-3-sulfato (E1-3S) no solo. Foram
realizados testes de coluna de laboratério de pequena escala para investigar transporte e
degradacéo do E2, e formacédo de E1-3S e E1. Para avaliar a influéncia da atividade microbiana
do solo, uma porcéo de solo foi autoclavado e a solugdo de fundo tratada com azida de sodio.
Os resultados demonstraram que E2 é degradado a E1 e E1-3S no solo ndo autoclavado, e em
solo autoclavado é degradada a apenas E1. Além disso, a formacdo de E1-3S é impulsionada
biologicamente, enquanto que, a transformacdo de E2 a E1 ndo requer interacdes bioldgicas.

Zheng e colaboradores (2013) investigaram o destino do estrogénio conjugado 17a-
estradiol-3-sulfato de efluentes de lacticinios e fizeram uma comparacao entre a degradacéo
aerdbia e anaerdbia e a formacdo de metabolito. Para avaliar 0s riscos potenciais, a cinética de
degradac@o e mecanismos de 17a-estradiol-3-sulfato foram sistematicamente investigados em
solugdes aquosas misturadas com efluentes de lacticinios. Concluiram que sob as mesmas
condi¢des de incubagdo, as taxas de degradagdo anaerobia da 17a-estradiol-3-sulfato eram
significativamente menores do que as taxas de degradacdo aerobicas, sugerindo que este
contaminante pode acumular-se em ambientes anaerébicos ou anoxicos. Trés produtos de
degradacdo foram caracterizados em ambas as condi¢des aerdbias e anaerobias a 25°C, com
estrona-3-sulfato e 17a-estradiol identificado como metabolitos primarios e estrona,

identificada como produto de um metabolito secundario.

Sabe-se que as concentrac6es dos interferentes enddcrinos encontrados em ecossistemas
aquaticos podem estar relacionadas as variacdes espaciais e sazonais. Sendo assim, durante o
periodo chuvoso as concentragfes dessas substancias podem aumentar, por meio de lixiviacao
de campos agricolas, industriais e pastagens, ou diminuir devido a dilui¢do dos corpos d’agua.
Ja no periodo de estiagem, a tendéncia é que as concentracdes dos IEs se elevem, como

consequéncia da diminuicdo dos niveis de agua de rios e lagos.

Embora a situacdo prevista fosse que em dezembro de 2015, o volume de agua do Lago
de Furnas estivesse alto devido ao periodo chuvoso e durante os meses de abril e maio devido
a estiagem esse volume decaisse, foi vivenciado uma situacdo contraria, a escassez de chuva
decorrente do ano de 2015 impediu que o0 volume de agua aumentasse e esse aumento s6 péde

ser observado a partir de janeiro de 2016 (Figura 4.25).
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Figura 4.25: Grafico referente ao volume (til de 4gua do Lago de Furnas nos anos de 2015 e 2016

Fonte: ONS-Operador Nacional do Sistema Elétrico.

Observando a Figura 4.25, percebe-se que ndo foi possivel encontrar uma relacéo
significativa entre o volume Util de &gua do Lago de Furnas com as concentragcdes encontradas
para 0s estrogénios em estudo.

Como descrito anteriormente, na amostragem 1 (dezembro) o baixo volume de
precipitacdo impediu que o nivel de agua do Lago de Furnas aumentasse. Esse fato pode ter
influenciado nas altas concentracdes encontradas para estriol, 17B-estradiol e 17a-
etinilestradiol.

A amostragem 3, efetuada no més de abril apresentou concentracfes mais elevadas para
E3, E2 e EE2. Isso pode estar relacionado ao fato de ter sido o més com o menor valor de
precipitacdo. Em contra partida, no més de maio (amostragem 5) foram encontradas as menores
concentracdes desses trés estrogénios. Porém, ao comparar as taxas de precipitacdo dos meses
de 2016, pressupbe-se que nas amostras coletadas no més de marco, encontrassem
concentragdes menores e ndao na amostragem realizada em maio, considerado perido de
estiagem. Da mesma forma, Manickum; Jhon (2014), relataram comportamento contrario ao
esperado em seu estudo, pois, encontraram concentracdes mais elevadas dos IEs que estavam
sendo analisados em efluentes, durante a primavera (inicio das chuvas) do que no inverno

(estiagem).

Todavia, resultados opostos foram relatados por Sodreé; Locatelli; Jardim (2010), que
investigaram a ocorréncia de seis contaminantes emergentes em amostras de agua da cidade de

Campinas. Os estrogénios estrona ¢ 17p-estradiol foram detectados apenas em amostras
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coletadas durante o periodo de estiagem, ainda assim, em concentra¢des inferiores aos seus

limites de quantificagéo.

Uma vez que o crescimento dos microrganismos depende intimamente da temperatura
(CLARA et al., 2005), esperava-se que as amostras coletadas nos meses de dezembro e margo
(primavera e verdo), apresentassem concentracdes inferiores desses estrogénios em relacdo as
amostras coletadas no més de maio (préximo ao inverno), pois, em estacbes com temperaturas
mais elevadas, como primavera e verdo, ha maior probabilidade de ocorrer a degradacéo desses
estrogénios por meio de atividades microbianas. Porém, os resultados revelaram uma relacgéo
contréria, constando concentracbes menores durante a amostragem 5 (maio) em que a
temperatura média aferida foi de 24,1 + 0,1°C, enquanto que na amostragem 2 (marco) a
temperatura média foi de 28,2 + 0,1°C.

No entanto, na literatura estéo relatados resultados esperados para essas mudancas de
temperaturas. Nie et al (2012) averiguaram em seu estudo que as conentracdes de E2, E3 e EE2
na fase solida da lama de retorno da ETE, foram maiores na esta¢do do inverno e menores na
primavera e a situacdo contraria a essa aconteceu apenas para E1. Esse fato foi estreitamente
relacionado com a baixa atividade microbiana e a concentragéo de licor de solidos suspensos
mistos. Os autores também analisaram amostras de efluente e afluente, nas quais as
concentracdes de E1 e E2 foram muito superiores no efluente durante o inverno. Além disso,
notou-se que no verao, foi atingido porcentuais elevados de remocao para os seis IEs em estudo,

devido a alta taxa de biodegradacdo que essas substancias apresentaram nessa estacdao do ano.

Chen et al. (2010), no sul de Taiwan analisaram amostras de aguas de descargas de um
confinamento de animais. Os resultados mostraram que as concentracdes de E1, E2 e E3 foram
mais elevadas no inverno do gque na primavera, exceto as concentracdes de E1 e E3 em um dos
pontos de amostragens. Possivelmente pelo fato desse ponto estar localizado proximo a uma
via aquatica, podendo ter a interferéncia de diferentes fontes de aguas. Os autores acreditam
que, as altas concentracBes encontradas estdo relacionadas a pequena diluicdo devido a baixa
pluviosidade no periodo estudado, além da reduzida atividade microbiana e menor capacidade
de degradacdo desses estrogénios. Durante o inverno, houve menos chuvas (0,5 mm total) e
uma temperatura média baixa (20,6°C). No entanto, na primavera, a temperatura média foi
maior (26,9°C), assim como o total de precipitacdo (109 mm). Portanto, pode-se inferir que, as
alteracbes de temperatura de aproximadamente 5°C, teve um efeito estatisticamente

significativo sobre os resultados obtidos.
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Essa relacdo podera variar sempre, pois, cada vez mais, 0s periodos chuvosos/estiagem
e as estacOes do ano, estdo menos definidas como consequencia dos diversos impactos
ambientais que o planeta Terra tém sofrido (STEFFEN et al., 2015).

Diante os resultados apresentados, pode-se inferir que as concentragdes encontradas
para 0s estrogénios estriol, 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol sdo altas, porém, em varios
estudos reportados na literatura cientifica os mesmos ja foram detectados em concetracGes
superiores. Tais concentracOes determinadas pelo corrente estudo, podem estar intimamente
relacionadas ao fato do despejo de esgoto bruto nessa regido do Lago, uma vez que, 0s pontos
de coleta estdo localizados préximo a ETE de Alfenas. No ano de 2014 (janeiro), a mortandade
de tilapias foi registrada duas vezes na mesma area do Lago em um intervalo de uma semana.
De acordo com professores das Universidades da cidade, esse ocorrido pode estar associado a
falta de oxigenacéo da agua e ao baixo volume e qualidade (contaminacéo) da agua que entra
pelos cArregos proximos a essa regido da represa (Jornal Alfenas Hoje, 2013). Além disso,
segundo uma pesquisa realizada no ano de 2013 pela Epamig (Empresa de Pesquisa
Agropecuéria de Minas Gerais), Alfenas € o municipio banhado pelo Lago de Furnas que

apresenta 0 maior indice de poluicdo devido aos despejos de esgoto in natura (sem tratamento).
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5- CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

A metodologia analitica validada para o monitoramento de estrona (E1), estriol (E3),
17p-estradiol (E2) e 17a-etinilestradiol (EE2), se mostrou adequada de acordo com as figuras
de mérito avaliadas. Diante das respostas obtidas com o detector por fluorescéncia (FLD) tais
como, alta sensibilidade, valores 6timos de recuperacdo dos analitos e baixos LQ e LD optou-
se por trabalhar com 0 mesmo para deteccdo dos estrogénios E3, E2 e EE2. Foi utilizado o
detector por ultravioleta com arranjo de diodos (DAD) apenas para deteccdo da E1, uma vez

que, esse estrogénio ndo foi detectado por FLD utilizando a metodologia validada.

A utilizacdo de métodos quimiométricos para a realizacdo do planejamento de
experimentos e tratamento dos dados se mostrou eficiente, fornecendo informacges Uteis para
a execucdo dos experimentos mais relevantes para os niveis e fatores determinados. Diante
disso e da analise das curvas de superficies de resposta geradas, foi possivel determinar o

experimento com melhor desempenho para extrair os quatro estrogénios em estudo.

Devido os custos dos cartuchos de extracdo em fase solida tentou reutiliza-los, para tal,
foram condicionados e estocados com solventes apropriados. ApOs 0s procedimentos de
fortificacdo e extracdo das amostras de agua, obteve valores de recuperacdo inferiores ao
intervalo aceitavel para analise de amostras de dgua em concentrag@es de ng.L™ . Diante disso,

concluiu-se que as tentativas de reutilizagcdo dos cartuchos ndo foram bem sucedidas.

As cinco campanhas de amostragens foram realizadas entre os meses de dezembro de
2015 e maio de 2016, em 5 pontos diferentes de coleta. De modo geral, todos os estrogénios,
exceto E1, foram encontrados em todas as amostragens em pelo menos um dos pontos de coleta.
As concentragcdes para E3, E2 e EE2 variaram de 11-366, 75-9998 e 63-422 ng.L?,

respectivamente.

Diante dos resultados obtidos torna-se necessario realizar novas amostragens e
aprofundar os estudos acerca desse tema. Além disso, seria interessante o desenvolvimento e
validacdo de uma metodologia analitica para a determinacdo desses estrogénios em sua forma
conjugada. Outros contaminantes emergentes também podem ser analisados tanto na regido de
estudo como em outras partes do Lago de Furnas, uma vez que, esse assunto foi pouco

explorado pela comunidade cientifica até o presente momento.
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