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RESUMO

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA
DETERMINACAO DE HORMONIOS, CONSIDERADOS DISRUPTORES
ENDOCRINOS, NAS AGUAS DESTINADAS AO ABASTECIMENTO PUBLICO
NA REGIAO DO RIO PARAIBA DO SUL, SP

JULIANA IKEBE OTOMO

Os disruptores enddcrinos sao substancias quimicas, sintéticas ou naturais,
capazes de interferir no sistema endocrino de seres humanos e animais.
Pertencem a classe dos micro poluentes, pois mesmo em concentracdes de ug e
ng.L™" causam efeitos adversos aos organismos a eles expostos. Os horménios
destacam-se dentre o0s disruptores enddcrinos por serem compostos
potencialmente ativos no sistema biolégico e estdo relacionados a origem de
diversos tipos de canceres. Esta dissertacdo teve por objetivo desenvolver e
validar metodologia para determinar hormoénios, considerados disruptores
enddocrinos, em amostras de agua bruta e tratada da regido da Bacia Hidrografica
do Rio Paraiba do Sul utilizando a técnica de cromatografia gasosa com deteccao
por espectrometria de massas. A populacéo atendida pelas unidades da SABESP
dessa regido € de aproximadamente 11 milhdes de habitantes. Através do
processo de validacdo, a metodologia desenvolvida pode ser considerada
seletiva, robusta, exata, linear e precisa para a analise proposta. Aplicando o
procedimento analitico validado nas amostras coletadas, alguns dos compostos
estudados puderam ser detectados tanto em agua bruta como em agua tratada
permanecendo abaixo do limite de quantificacéo, exceto a cafeina que apresentou
concentracdo média de 0,45 pg.L™* em agua bruta e 0,17 pg.L™ em agua tratada,
observando-se indicios de contaminacdo principalmente nas épocas secas. Este
projeto de pesquisa esta vinculado a uma parceria entre o Instituo de Pesquisas
Energéticas e Nucleares (IPEN) e a Companhia de Saneamento Basico do
Estado de Sao Paulo (SABESP).



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF ANALYTICAL METHODOLOGY FOR
ENDOCRINE DISRUPTORS HORMONES DETERMINATION IN WATER FOR
PUBLIC SUPPLY AT REGION OF PARAIBA DO SUL RIVER, SP

JULIANA IKEBE OTOMO

The endocrine disruptors are chemicals substances, synthetic or natural, which
can interfere in endocrine system from humans and animals. They belong to the
class of micro pollutants, because even at concentrations of pg e ng.L™* can cause
adverse effects to organisms to them exposed. The hormones stand out as
endocrine disruptors because they are potentially active compounds in biological
systems and are related to the origin of several types of cancers. This work aimed
to develop and validate analytical methodology to determine hormones,
considered endocrine disruptors, in drinking water and raw water at region of
Paraiba do Sul River, using gas chromatography with mass spectrometry detector.
The population served by the units of SABESP is around 11 million inhabitants. By
the validation process, the developed methodology can be considered selective,
robust, accurate and linear for the proposed analysis. Applying the validated
analytical procedure for the samples, some compounds could be detected at
drinking water and raw water remaining below limit of quantization, except caffeine
that was detected in mean concentration of 0,45 pg.L™ in raw water and
0,17 pg.L? in drinking water, principally due to drought season. This Project is
linked to a partnership between Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares
(IPEN) and Companhia de Saneamento Basico do Estado de Sao Paulo
(SABESP).
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1 INTRODUCAO

A agua é um elemento essencial para a manutencéo da vida de todos
0S seres vivos, encontra-se disponivel em diversas formas sendo uma das
substancias mais abundantes na natureza. Como um recurso natural, a 4gua se
renova por meio do ciclo hidrolégico. A dependéncia do ser humano pela agua
data de muitos anos, principalmente quando houve a substituicdo da atividade da
caca pela agricultura como principal fonte de subsisténcia. Desse modo o
nomadismo cedeu lugar a formacéo de povoados que comecava a se desenvolver

em torno dos cursos d’agua, surgindo as cidades (Libanio, 2008).

O planeta é constituido por 265.400 trilhdes de toneladas de agua,
porém somente 0,003% dessa massa representa a porcao exploravel, estando
distribuida em rios, lagos e aquiferos. Para o desenvolvimento das diversas
atividades realizadas pelo homem se faz mdultiplos usos da &agua, como
abastecimento publico, industrial, agricola e geracdo de energia. Visando atender
a essas necessidades de forma segura aos seus usuarios € fundamental que os
recursos hidricos apresentem condic¢des fisicas e quimicas adequadas, assim

como também é necessario que haja em quantidade suficiente e qualidade
satisfatoria (Braga, 2002; Ghiselli, 2007).

Ao mesmo tempo em que um corpo dagua é utlizado para
abastecimento, € também um corpo receptor de efluentes urbanos e industriais.
Com o consumo crescente de produtos industrializados e o0 crescimento
populacional, a atividade antrOpica passou a representar uma das principais
fontes de alteracdo da qualidade e disponibilidade das aguas superficiais. A
geracdo de esgoto domeéstico e industrial tem sido apontada como principal fator
na formacdo desse cenario de degradacdo, devido a deficiéncia no sistema de
tratamento desses efluentes, principalmente em regides em desenvolvimento

onde dificilmente a coleta do esgoto gerado atinge 100% e apenas uma pequena



porcentagem desse esgoto coletado chega a receber tratamento antes de ser
lancado nos corpos hidricos (Libanio, 2008; Silva, 2008).

Existem outras formas de intervencdo que contribuem negativamente
para a alteragcdo na disponibilidade de &agua, tais como alteragdo do vapor
atmosférico pela presenca de reservatorios e pela modificacdo da cobertura
vegetal, alteracdes climaticas causadas por gases de efeito estufa, diminuicdo da
evapotranspiracdo causada pelo desmatamento e urbanizacdo que também
causam diminuicdo de infiltracdo da agua no solo e erosdo aumentando o
escoamento superficial durante periodos chuvosos o que causa inundacdes
(Braga, 2002).

Em atendimento as necessidades da vida moderna, desde a revolucao
industrial, houve um r4pido e intenso crescimento na producdo e geracdo de
novos produtos quimicos. Em paises mais industrializados, o nimero de agentes
quimicos produzidos chega a 85.000 unidades, sendo que 2.800 sédo produzidos
em quantidades por volta de 500.000 kg.ano™, outro agravante é que menos de
45% sao submetidos a testes toxicoldgicos basicos (Mello-da-Silva, 2005; Sodré,
2007). Essas substancias geralmente sdo empregadas como pesticida, que teve
seu uso intensificado para manter alta a producdo de alimentos, produtos
quimicos utilizados em domicilios (inseticidas, remédios, produtos de higiene

pessoal), comércios e industrias.

Devido a esse cenario, a preocupacao com a caracterizacdo das aguas
quanto a sua qualidade e composicdo cresceu nas Ultimas décadas,
principalmente no que se refere a avaliacdo de esgoto (bruto e tratado), e das
aguas destinadas ao abastecimento publico e industrial, pois algumas
substancias, mesmo em concentracbes em niveis de upg.L™ e ng.L*, sdo
potencialmente prejudiciais ao ambiente e aos seres vivos. Essas substancias sao
denominadas micropoluentes, e abrangem os disruptores endocrinos e 0s
poluentes organicos persistentes (POPs). Em especial, no grupo dos disruptores
enddocrinos estdo presentes os estrégenos, hormdnios femininos sintéticos e
naturais, substancias naturais e uma grande quantidade de substancias sintéticas
(produtos farmacéuticos, produtos de higiene pessoal, agrotoxicos, antioxidantes,

plasticos, produtos industrializados, tensoativos entre outros) o0os quais Sao



amplamente utilizados pela sociedade nos dias de hoje (Reis Filho, 2006; Ghiselli,
2006; Bila, 2007; Girotto, 2007).

Os disruptores endocrinos sédo produtos quimicos sintetizados ou
naturais que atuam sobre o sistema endécrino humano e dos animais,
mimetizando, blogqueando e/ou interferindo, de alguma maneira, com as
instrucdes naturais dos hormdnios as células (Goettlich, 2006; Kavlock et al.,
1996). A definicdo de disruptor endocrino mais amplamente utilizada pelos
cientistas foi publicada pela USEPA (“United States Environmental Protection
Agency”), sendo “disruptores enddcrinos sao agentes exogenos que interferem na
sintese, secrecao, transporte, recepcdo, acdo, ou eliminacdo dos hormdnios
naturais do corpo, 0s quais sdo responsaveis pela manutencdo da homeostase
(preservacdo do equilibrio interno), reproducdo, desenvolvimento e
comportamento” (USEPA, 1998; Reis Filho, 2006; Ghiselli, 2007).

O sistema endoécrino é responsavel pelo controle do metabolismo,
crescimento e reproducdo do ser humano, fazendo esse controle através de
glandulas, horménios e células. As glandulas secretam apenas a quantidade
necessaria requerida de horménio e em momentos especificos, que geralmente é
muito pequena, o que faz do sistema enddécrino bastante preciso e sensivel. Uma
das principais atuacdes dos hormonios é sobre o desenvolvimento do sistema
nervoso e imunoldgico na fase embrionaria. Qualquer alteracdo aos estimulos
enviados a producédo de hormonios nessa fase pode provocar um desequilibrio no
volume produzido ou recebido e no tempo de resposta do horménio produzido,
causando graves consequéncias a esse individuo (USEPA, 1997; ISTAS, 2002;
Reis Filho, 2006).

As substéancias alvo deste trabalho sédo a cafeina (farmaco), androstano
(hormbnio masculino), estrona, estradiol e progesterona (hormdnios naturais
femininos), etinilestradiol e norgestrel (hormoénios sintéticos). Dentre estes 7
compostos 3 (estrona, estradiol e etinilestradiol) foram considerados prioritarios
para a condugcdo de estudos mais detalhados, juntamente com outros 9
compostos segundo relatorio elaborado pela Unido Européia (Girotto, 2007;
Ghiselli, 2007).



A cafeina, embora néo seja classificada como um disruptor endécrino,
€ uma das substancias mais consumidas no mundo, presente em bebidas,
alimentos e remédios ndo prescritos (como analgésicos). Os disruptores
endocrinos sdo compostos potencialmente ativos no sistema biolégico e estdo
relacionados a origem de diversos tipos de cénceres. A deteccdo dessas
substancias em efluentes de estacdes de tratamento de esgoto (ETE) e em aguas
superficiais € um forte indicio de ocupacdo urbana e ineficiéncia do tratamento
oferecido, tanto em ETE’s como em ETA’s (estagdes de tratamento de agua),
além de serem constantemente introduzidas no ambiente (Reis Filho, 2006;

Girotto, 2007; Ghiselli, 2007; Bila, 2007; Verenitch, 2008).

A Regido do Vale do Paraiba representa a area de estudo escolhida
para a realizagdo deste trabalho, mais especificamente os municipios de S&o
José dos Campos, Taubaté, Pindamonhangaba e Guararema que estdo situados
na parte paulista da bacia. Essa regido passou a ser densamente ocupada por
industrias e cidades, restringindo a Mata Atlantica original a parques e unidades
de conservacdo, predominando as areas devastadas que sdo ocupadas pela
pecuéaria (Gruben, 2002; COPPETEC, 2006). Essa rapida expansdo na bacia
proporcionou a degradacdo da qualidade da agua e a reducdo de sua
disponibilidade hidrica. Por um lado, preocupou-se com a necessidade de
aumentar os servicos de abastecimento da populacdo, porém ndo houve a
mesma preocupacao com relagcéo a coleta e tratamento do esgoto. Por esta razéo
a poluicdo proveniente de esgoto doméstico € a mais critica na regido. Os dados
gue representam a situacao de saneamento basico sdo: Sao Paulo com indice de
atendimento em abastecimento de agua de 94,6% e de esgotamento sanitario de
89,9%, onde 32,3% recebem tratamento; Rio de Janeiro com 88% de
abastecimento de agua e 69,6% de esgotamento sanitario, onde 7,6% é tratado; e
Minas Gerais tem 95% de sua populacdo atendida com abastecimento de agua e
93,1% atendida com esgotamento sanitario, sendo que apenas 12% recebe
tratamento (COPPETEC, 2006; Paixao, 2009). Além disso, este projeto € uma
importante parceria IPEN-SABESP, sendo o estudo de grande interesse da

empresa parceira.



O desenvolvimento de metodologia analitica para uso em prol do meio
ambiente € o mais importante enfoque neste projeto de pesquisa. A presenca
destes compostos na agua pode ser prejudicial aos organismos e para um
monitoramento adequado € necessario desenvolver métodos seletivos e
sensiveis, com limites de deteccdo em nivel de pg.L™ e ng.L™ (niveis tracos). A
técnica de cromatografia gasosa com detector de espectrometria de massas
(GC/MS) oferece elevada seletividade combinada com boa capacidade de
identificacdo em niveis de traco (Richardson, 2009; Streck, 2009). Devido as
baixas concentragcbes em matrizes ambientais, € necessario realizar um
tratamento prévio a analise propriamente dita, que se baseia na extragéo,
isolamento e concentracdo dos compostos de interesse. Um dos procedimentos
mais empregados € a extracdo em fase solida, mais conhecida como SPE (solid
phase extraction). Metodologias que utilizam a técnica de cromatografia gasosa
com detector por espectrometria de massa e prévia extracdo SPE, sao
comumente aceitas como técnicas que obtém melhor separacéo, identificacdo e
quantificacdo de compostos organicos como os disruptores endocrinos e
pesticidas (Mansilha et al., 2010).

Para atender a necessidade de garantir resultados de forma segura e
confiavel, a validacdo de métodos analiticos representa uma etapa imprescindivel
no processo de desenvolvimento de metodologia, além de garantir que o0 método
atenda corretamente aos objetivos a que esta sendo proposto. Apesar de nao
existir uma norma especifica estabelecida nacional e internacionalmente, érgaos
como IUPAC, ISO, ANVISA, INMETRO e ICH fornecem diretrizes e
recomendacdes para a execucdao do procedimento de validagdo, requisitos
fundamentais para o processo de demonstracdo de competéncia técnica (Ribani
et al., 2004; Bueno, 2007).

Para garantir a reprodutibilidade do método analitico alguns parametros
sdo considerados essenciais, como especificidade e seletividade, linearidade,
faixa de trabalho, limite de quantificacao (LQ), limite de deteccao (LD), preciséo,

exatiddo, recuperacao, robustez e andlise de incerteza (Mansilha et al., 2010).

Nesse contexto, a proposta deste trabalho foi desenvolver e validar

metodologia para a determinacdo de alguns horménios considerados disruptores



enddcrinos, utilizando a técnica de GC/MS, a fim de realizar o diagndstico
ambiental, contribuindo assim com o plano de gestdo de recursos hidricos da

regido estudada, subsidiando ac¢des para melhorar seu gerenciamento.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo teve como objetivo principal desenvolver e validar uma
metodologia analitica para determinar alguns compostos classificados como
disruptores endocrinos em amostras de agua coletadas na Bacia Hidrografica do
Rio Paraiba do Sul, utilizando um cromatografo gasoso acoplado a um

espectrometro de massas.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Desenvolver, adaptar e otimizar metodologia analitica para a
extracdo, concentracdo e quantificacdo de 7 compostos orgéanicos considerados
disruptores enddcrinos, utilizando extracdo em fase soélida (SPE), seguida de
determinacao por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(GC/MS). Os compostos selecionados foram a cafeina (estimulante), androstano
(hormonio androgénico), estrona, estradiol, progesterona (hormdénios naturais

femininos), etinilestradiol e norgestrel (horménios sintéticos).

b) Demonstrar estatisticamente a qualidade dos dados gerados no

processo analitico.

c) Aplicar a metodologia para analisar amostras de agua bruta e tratada
de ETA’s identificando e quantificando as substancias presentes, aplicando

controle de qualidade analitico adequado para validagédo dos resultados.



3 EMBASAMENTO TEORICO

3.1 SISTEMA ENDOCRINO

A capacidade dos seres humanos e animais em manter as fungdes
essenciais para a vida, bem como reagir adequadamente as mudancas do
ambiente e do proprio organismo sdo controladas pela acdo conjunta dos
sistemas nervoso e endoécrino. O sistema nervoso € responsavel pela
interpretacdo dos estimulos internos e externos recebidos pelo hipotalamo, que
por sua vez estimula a hipdfise a liberar ou inibir a liberagdo de horménios que
controlam as varias glandulas que constituem o sistema enddcrino, responsavel
pelo controle do metabolismo, crescimento e reproducéo do ser humano. Quando
o nivel de hormdnio necessario é atingido, o hipotdlamo recebe novamente uma
informacdo para cessar o estimulo inicial. A taxa de hormdnios no organismo é
fundamental para prevenir desordens funcionais, 0 que o torna um sistema
complexo e muito sensivel a influéncias perturbadoras que podem ser prejudiciais
a esse funcionamento (Amabis e Martho, 2002; Lintelmann, 2003; Guimaraes,
2008).

Os hormoénios sao produzidos e excretados pelas glandulas endécrinas
e transportados através da corrente sanguinea. Esses horménios estdo presentes
no sangue na forma livre ou conjugados a proteinas, ligando-se a receptores
especificos e modificando seu funcionamento. Os receptores desencadeiam uma
resposta que pode ser a producéo de proteinas ou de outros horménios, que irdo
atuar nesses mesmos 6rgdos ou em outros, conforme a necessidade. Deste
modo, os hormdnios controlam principalmente as atividades de érgdos completos,
niveis de composicdo no sangue, uso e armazenamento de energia, 0
crescimento e o desenvolvimento, reproducdo, caracteristicas sexuais, entre
outras (Ankley et al., 1998; Istas, 2002; Birkett e Lester., 2003; Lintelmann, 2003).



As glandulas enddcrinas encontram-se distribuidas em diferentes areas
do corpo (FIG. 1). Cada hormdénio possui um efeito regulador sobre O6rgéos

localizados préximos ou distantes de onde ocorreu sua producao.

Hipdfise ou Pituitaria

Paratiredides

Tiredide
Timo

_- Supra-renais

Pancreas
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| ®

FIGURA 1 - Representacdo do Sistema Endécrino Humano (adaptado de Ghiselli,
2006)

Nos seres humanos existem 50 tipos de hormoénios que se diferenciam
pelas suas estruturas, no modo de acdo e resposta que desencadeiam. As
glandulas secretam somente a quantidade necessaria de hormonio, que
geralmente é muito pequena e em momentos especificos, o que faz do sistema
enddocrino muito preciso e sensivel. Esses hormoénios possuem papel importante
sobre o desenvolvimento do sistema nervoso e imunoldgico na fase embrionaria.
Qualquer transtorno provocado aos estimulos enviados a producao de hormonios
nessa fase pode provocar um desequilibrio no volume produzido ou recebido e no
tempo de resposta do horménio produzido, causando graves consequéncias a
esse individuo (Usepa, 1997; Istas, 2002; Lintelmann, 2003; Reis Filho, 2006).

O hipotalamo é uma regido do encéfalo que produz horménios os quais
serdo armazenados e liberados pela hipofise, ou irdo controlar a producdo e
liberacdo de outros hormoénios pela mesma. Portanto, a hipéfise € a principal
glandula do sistema endocrino, e se divide em duas partes com diferentes
funcBes. A neuroipdfise que armazena e libera os horménios produzidos pelo

hipotalamo e a adenoipdfise que produz e libera horménios que irdo estimular e



controlar o funcionamento de outras glandulas enddcrinas, como a tiredide, as

supra-renais e as gbnadas (Amabis e Martho, 2002).

A tiredide se encontra localizada na regido do pescoco, produz
hormdnios que controlam o metabolismo, estimula a deposicdo de célcio nos
0ssos e diminui sua concentracdo no sangue. Ao contrario da tiredide, as
paratiredides secretam o0 hormonio responsavel pela liberagdo de calcio
depositado nos 0ssos e aumenta sua concentracdo no sangue, a atuagdo em
conjunto na secre¢do de horménios dessas glandulas mantém o nivel normal de
calcio no organismo. O timo é a glandula associada ao sistema linfatico, que é
responsavel, entre outras funcbes, pela distribuicdo de nutrientes e pelo
transporte dos glébulos brancos (leucdcitos) (Ankley et al., 1998; Shimada et al.,
2001; Amabis e Martho, 2002; Lintelmann et al., 2003).

As supra-renais ou adrenais, localizadas uma sobre cada rim, sao
divididas em medula (parte interna) e cortex (parte externa). A medula é
responsavel por secretar os horménios adrenalina, que prepara o corpo para a
acdo em uma situacao de perigo ou estresse, e a noradrenalina, que mantém a
pressdo sanguinea em niveis normais. O cOrtex é o responsavel pela producéo de
horménios corticéides como a aldosterona, que mantém o equilibrio de agua e
sais nos rins (ions K* e Na*), e os glicocorticdides, que aceleram o metabolismo e
atuam no armazenamento dos acUcares, proteinas e gorduras, e também auxilia

a producao de horménios sexuais (Shimada et al., 2001; Amabis e Martho, 2002).

O pancreas atua tanto como uma glandula exdcrina quanto enddcrina.
Como glandula exdcrina produz varios sucos digestivos, ricos em enzimas, que
atuam na digestdo dos alimentos. Como glandula enddcrina, o pancreas é
constituido por centenas de aglomerados celulares denominados ilhotas de
Langerhans, onde sao produzidos os hormonios insulina e glucagon, que
controlam o nivel de glicose no sangue (Shimada et al., 2001; Amabis e Martho,
2002).

As gbnadas sao as glandulas responsaveis pela producdo dos

horménios sexuais masculinos e femininos que afetam o0 crescimento e 0

10



desenvolvimento do corpo, além de controlarem o ciclo reprodutivo e o

comportamento sexual.

Os testiculos sdo as gbnadas masculinas responsaveis pela producéo
de espermatozolides e dos horménios sexuais masculinos (androgénios). Os
hormdonios foliculo-estimulante (FSH) e hormdnio luteinizante (LH) sé&o produzidos
pela hipdfise e responsaveis pelas mudancas psiquicas e fisiolégicas na
puberdade, além de estimularem a producdo de testosterona pelas génadas. Por
sua vez, esses trés hormonios controlam a producédo de espermatozoéides, que
sao produzidos durante toda a vida e, quando n&o sao liberados, morrem e sdo
reabsorvidos pelo organismo. Os principais androgenos sao a testosterona e a
diidrotestosterona, que promovem o desenvolvimento e a diferenciacdo dos
orgdos reprodutores masculinos antes e depois do nascimento, determinam as
caracteristicas sexuais secundarias, além de aumentar a sintese de proteinas,
especialmente nos musculos, e contribuir com as funcfes anabdlicas. Na fase
adulta, a testosterona € essencial na producédo de esperma (Ankley et al., 1998;
Shimada et al., 2001; Amabis e Martho, 2002; Lintelmann et al., 2003).

Os ovérios sdo as gbnadas femininas responsaveis por produzir e
expelir o 6vulo, apdés o seu amadurecimento. Produzem os hormdnios sexuais
que regulam a ovulagéo e o ciclo mesntrual, garantem a manutencao da gravidez
e sdo o0s responsaveis pelo desenvolvimento das caracteristicas femininas,
influenciando no crescimento dos 6rgdos reprodutivos. O ciclo menstrual é
controlado por quatro horménios: o horménio foliculo-estimulante (FSH), o
hormoénio luteinizante (LH), os estrogénios e a progesterona, essencial para o
desenvolvimento do embrido (Ankley et al., 1998; Shimada et al., 2001;
Lintelmann et al., 2003).

3.2 BREVE HISTORICO DOS DISRUPTORES ENDOCRINOS

Um importante marco no estudo dos disruptores enddocrinos foi o
langamento do livro “Futuro Roubado” de Colborn em 1996, o qual reune estudos
realizados em campo e laboratério que relatam os efeitos adversos de
substancias quimicas sobre o sistema endocrino de seres humanos e animais.

Publicacao semelhante que antecedeu Colborn foi a obra “Primavera Silenciosa”

11



de Rachel Carson em 1962, onde a autora faz um alerta quanto a utilizacao
intensiva de DDT e seus efeitos sobre os animais como anomalias em 06rgaos
sexuais, problemas de reproducdo de algumas espécies que geralmente estdo
relacionadas a exposicdo de pesticidas como o DDT que foi largamente utilizado

no passado.

Os relatos contidos no livro de Colborn ocorreram anos antes da
publicacdo de sua obra, como o caso da utilizacdo do hormonio sintético
dietilestilbestrol (DES) por mulheres gravidas durante os anos de 1948 a 1971. A
funcdo desse horménio era manter a gravidez de mulheres com histérico de
abortos espontaneos e outras complicacfes. Anos mais tarde foram observados
os efeitos da administracdo deste composto e muitas das filhas dessas mulheres
sdo hoje estéreis. Além disso, uma minoria tem desenvolvido um tipo raro de
cancer vaginal. Os filhos adultos mostram maior incidéncia de anormalidades em
seus 6rgdos sexuais, apresentam contagem meédia de espermatozoides menor
que o normal, além de terem uma maior probabilidade de futuramente
desenvolver cancer de testiculos (Birkett e Lester, 2003; Reis Filho, 2006; Ghiselli,
2007).

Ensaios de laboratério realizados em ratos confirmaram os efeitos
causados pela exposicdo pré-natal ao DES. Observou-se também que outros
estrogenos, como estradiol e etinilestradiol provocam mudancas similares no
desenvolvimento de 6rgaos reprodutivos das fémeas, confirmando que modelos
laboratoriais com rato sdo capazes de detectar efeitos estrogénicos no
desenvolvimento desses animais, estabelecendo uma sindrome de efeitos
esperados apds a exposicdo de um estrogénio potente (Daston et al., 1997;
Goettlich, 2006; Kavlock et al., 1996).

No ano de 1975, na Dinamarca, trabalhadores do sexo masculino de
uma industria de pesticidas, ficaram expostos a clordecona, um inseticida
organoclorado, devido a praticas inadequadas de protecéo e higiene durante sua
producdo. Mais da metade dos 133 trabalhadores desenvolveram sintomas
clinicos significativos como desordens neuroldgicas e esterilidade. A clordecona é

uma substéncia neurotdoxica e apresenta atividade estrogénica. Efeitos
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semelhantes foram observados em testes realizados com animais para essa
substéancia (Taylor, 1978; Daston et al., 1997).

Outra ocorréncia historica bastante estudada, esta4 relacionada a
avaliacdo de concentracdo de DDT e seus metabdlitos em populagfes de jacarés
do lago Apopka, e outros lagos da Flérida de conhecido grau de contaminacao.
Estudos sobre este tema datam desde 1984 (Heinz, 1991). Um dos estudos que
se destacam é o de Guillette e colaboradores (1999), onde o autor faz uma
avaliacdo sobre jacarés machos provenientes de sete lagos da Flérida, de
conhecida situacdo de poluicdo por atividades antropicas. O alvo principal do
estudo foi o Lago Apopka, por ter sido cenario do maior derramamento de DDT
ocorrido nos anos 80. Os jacarés provenientes desse lago apresentaram baixa
concentracdo de testosterona no sangue e tamanho reduzido do 6rgdo reprodutor
guando comparados aos animais do Lago Woodruff, considerado grupo controle.
Para reforcar essa hipétese, foram avaliados jacarés machos de outros lagos da
Flérida que recebiam descargas de efluentes urbanos, industriais e agricolas.
Nesta populacdo, as concentracdes de testosterona também eram mais baixas
como a observada nos jacarés de Apopka. Em contrapartida, os jacarés
provenientes do Lago Woodruff, apresentaram baixa concentracdo de pesticidas
no plasma e a concentracdo de testosterona chegava a ser duas vezes maior que
a encontrada em jacarés de lagos contaminados (Daston, 1997; Guillete et al.,
1999).

O estudo que demonstra uma relacdo mais confiavel entre disruptores
enddcrinos e seus efeitos adversos se refere ao tributilestanho (TBT) e seu
impacto sobre invertebrados marinhos (moluscos). O TBT € o principal ingrediente
presente nas tintas anti-encrustacdo. Existem muitos estudos que relatam
imposex (desenvolvimento de caracteristicas masculinas, como pénis e canal
deferente, em fémeas) de moluscos devido a concentracées em ng.L™* de TBT em

aguas marinhas proximas de portos (Gibbs, 1986; IPCS, 1990).

Estudo realizado em rios do Reino Unido avaliou a descarga de
efluentes de ETEs e sua influéncia sobre a populacdo de peixes daquele corpo
receptor. Os estudos detectaram a producéo de vitelogenina em peixes machos,

uma vez que essa proteina € produzida somente por fémeas. Pela analise desses
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efluentes chegaram a conclusdo que a causa desse fendmeno era devido a
presenca de estrégenos naturais e sintéticos nessas descargas (Wester e Canton,
1986; CSTEE, 1999).

Baseados em diversos casos semelhantes, em 1991, uma conferéncia
ocorrida em Wingspread (EUA) utilizou pela primeira vez o termo disruptor
endocrino, entretanto nessa ocasido houve controvérsias sobre a definicdo do
termo. Nesse encontro cientistas apresentaram os resultados de seus trabalhos
de ensaios in vitro e também evidéncias dos efeitos em seres humanos. Alguns
anos depois, no Workshop Europeu sobre “Impacto dos disruptores enddécrinos na
saude humana e de animais” (UK - 1996) uma definicdo foi aceita pela maioria
dos pesquisadores da area, sendo a seguinte: “Um disruptor enddcrino é uma
substancia exdégena que causa efeitos adversos a saude de organismos intactos,
ou em sua progénie, e alteracbes secundarias em fungdes endoécrinas” (Hentz,
2007).

A USEPA (“United States Environmental Protection Agency”) publicou
uma definicdo que atualmente é amplamente utilizada pelos cientistas. E uma
definicdo mais especifica e objetiva, sendo “disruptores endocrinos sdo agentes
exdgenos que interferem na sintese, secrecdo, transporte, recepcdo, acao, ou
eliminacdo dos hormdnios naturais do corpo, 0S quais Sdo responsaveis pela
manutencdo da homeostase (preservacao do equilibrio interno), reproducao,
desenvolvimento e comportamento” (USEPA, 1998; Istas, 2002; Reis Filho, 2006;

Ghiselli, 2007).

Organiza¢bes mundiais de varios paises (UKEA - Agéncia Ambiental
do Reino Unido; USEPA - Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos;
OSPAR - Comissao de Paris e Oslo; JEA - Agéncia Ambiental do Japao; WWF -
Organizacédo ndo Governamental) tém classificado diversas substancias quimicas
como interferentes endocrinos. A Unido Européia elaborou um relatorio contendo
uma vasta lista de substancias suspeitas de interferir no sistema enddcrino, tanto
de seres humanos como de diferentes espécies animais, e identificaram 118
substancias, dentre estas, 12 foram designadas prioritarias para a conducao de
estudos mais detalhados, que séo dissulfeto de carbono, orto-fenilfenol, difenil

éter tetrabromado, 4-cloro-3-metilfenol, 2,4-diclorofenol, resorcinol, 4-nitrotolueno,
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4-octilfenal, estrona, estradiol, etinilestradiol e 2,2’-bis(4-(2,3-

epoxipropoxi)fenil)propano3 (Girotto, 2007; Ghiselli, 2007).
3.3 EXPOSICAO AOS DISRUPTORES ENDOCRINOS

Os disruptores endodcrinos sdo substancias quimicas sintéticas ou
naturais, que possuem a capacidade de agir sobre o sistema endocrino de seres
humanos e animais causando alteracdes. Essas substancias podem se ligar a
receptores especificos através da mimetizacdo de um horménio natural,
estimulando respostas imprevistas ou anormais, pelo bloqueio dos receptores nas
células impedindo a producéo de respostas corretas, estimulando a producao de
guantidades maiores que a necessaria ou pela inibicdo da producao de hormonios
naturais causando deficiéncia destes. O comportamento de tais substancias afeta
a sintese, o transporte, o metabolismo e a excrecdo dos horménios naturais no
organismo (Usepa, 1997; Istas, 2002; Lintelmann et al., 2003; Birkett e Lester,
2003; Zagatto e Bertoletti, 2006; Ghiselli e Jardim, 2007).

Na FIG. 2 pode-se observar uma representacdo da acdo dos

disruptores endocrinos sobre os receptores.
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— Hormdnio normal

Inteferente hormonal

“ Receptor

1. Os hormoénios encaixam-se perfeitamente nos Receptores e transmitem 0s
sinais indispensaveis as células;

2. Os interferentes hormonais ocupam o lugar dos Hormdnios encaixando-se
perfeitamente nos receptores, e enviam sinais diferentes e fora de tempo as
células;

3. E por fim, os mesmos interferentes atuam como bloqueadores dos sinais
normais dos Hormonios que seriam enviados as células.

Fonte: modificado de Bila (2003)

FIGURA 2 — Modo de acao dos disruptores endocrinos (interferentes hormonais)

Uma grande quantidade de substancias quimicas mostrou possuir
atividade estrogénica. Alguns dos DEs (disruptores enddcrinos) podem ser
liberados no ambiente de forma intencional, como os pesticidas, ou de forma n&o
intencional, o que ocorre na maioria dos casos. Pode ocorrer pela degradacéo de
substancias quimicas com consequente formacéo de subprodutos ou durante sua
producdo. Existem também as fontes naturais que sdo os alimentos e os préprios
seres vivos, que dispde essas substancias através da urina e fezes, esse modo
de exposicdo depende da idade, da saude, da dieta ou do estado de gestacao
dos individuos. A exposicdo aos DEs naturais varia conforme a espécie e regido
(Damstra, 2002; Sodré, 2007).

Outra fonte de grande importancia sdo os efluentes domésticos e
industriais. A falta de infra-estrutura das estacfes de tratamento, tanto de agua
como de esgoto, que apos coleta e tratamento deficiente sdo langcados nos corpos
hidricos tornando-se um agravante para a qualidade da agua. Além disso, existem

municipios que ndo oferecem tratamento de esgoto, ou a coleta ndo cobre 100%
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das residéncias ou ainda nem todo o esgoto coletado é tratado. Estudos indicam
que os estrogenos sdo liberados por mamiferos na forma de conjugados (na
forma ndo metabolizada) glicuronideo ou sulfato na urina e fezes, entretanto eles
sao rapidamente transformados e voltam a sua forma livre, biologicamente ativa,

nos sistemas de tratamento (Orme et al., 1983; Baronti, 2000; Servos et al., 2005)

A remocao destes compostos do esgoto bruto depende tanto dos
processos empregados nas estacfes de tratamento, quanto das caracteristicas
inerentes de cada composto (Ghiselli, 2006; Reis Filho, 2006; Bila, 2007; Girotto,
2007; Sodré, 2007).

No grupo dos disruptores enddcrinos estdo presentes os estrogenos
(horménios femininos sintéticos e naturais), esterdides de animais e plantas,
substancias naturais e uma grande quantidade de substancias sintéticas
(produtos farmacéuticos — antibiéticos, remédios prescritos e nao prescritos,
produtos de higiene pessoal, agrotéxicos, antioxidantes, plasticos, produtos
industrializados, tensoativos, metabdlitos de detergentes, retardantes de chama,
produtos de 6leo e combustdo) que sdo amplamente utilizados pela sociedade
moderna. Muitas dessas substancias sdo também consideradas poluentes
emergentes, pela grande quantidade que € produzida, como poluentes organicos
persistentes (POPs) e como micro poluentes. Por definicho os micro poluentes
sdo substancias que mesmo em concentra¢cdes muito baixas (Hg ou ng.L™) s&o

prejudiciais aos organismos por elas expostos.

As diferentes caracteristicas fisico quimicas dos DEs indicam que
essas substancias possuem, também, forma de degradacédo e comportamento no
ambiente de forma distinta. Os principais fatores abioticos que influenciam o
processo de degradacdo sdo a temperatura, aumento da radiacdo solar e
condi¢cOes anaerodbicas, portanto é provavel que a velocidade de degradacédo seja
mais rapida sob essas condicbes. Outros processos de transformacdo de
substancias quimicas no ambiente sdo hidrolise, oxidacdo e reacdes
fotoquimicas. Em contraste, substancias classificadas como poluentes organicos
persistentes (POPs) e que estdo sob suspeita de terem atividade desreguladora
podem se acumular em alguns compartimentos, como sedimento, ou ser

transportados por longas distancias sem sofrer degradacédo (Damstra, 2002).
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A exposicdo aos DEs pode ocorrer pela atmosfera, agua, solo,
sedimento, alimento e produtos consumiveis. As substancias entram no
organismo através da ingestao, inalacdo ou pelo contato com a pele. A exposicao
pelo ar de qualquer substancia é dependente de sua volatiidade e de sua
interacdo no meio liquido, vegetacdo, solo e das condicbes meteoroldgicas. Os
DEs de baixa massa molecular, como os compostos halogenados persistentes,
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, fenois e ésteres ftalatos possuem maior
potencial para exposicao via aérea (Damstra, 2002, Lintelmann, 2003; Manning,
2005). Além disso, alguns DEs estdo presentes no ambiente em concentragdes
muito baixas que podem ser medidas em ng.L™ ou pg.L?, e podem ser mais
persistentes que outras substancias, possuir baixa mobilidade na agua e ainda se
ligarem rapidamente ao sedimento (Ying et al 2003). Por isso, o risco de DEs a
animais e humanos é dependente da concentracdo, destino e comportamento
destas substancias no ambiente, bem como a maneira com que oS seres Vivos

estdo expostos a eles (Goonan, 2008).

O ambiente aquético por ser fonte essencial de consumo para 0s seres
humanos e de outras espécies terrestres e por ser o habitat de diversas espécies
aguaticas, torna-se uma potencial fonte de exposicdo a DEs para essas espécies.
Uma variedade de pesticidas, produtos industriais e hormoénios naturais tém sido
detectados em aguas superficiais, essas substancias quimicas podem estar
dissolvidas ou ligadas ao material particulado em suspensdo. Nas espécies
aguaticas, a absorcdo ocorre pelas branquias ou pela alimentacdo (Damstra,
2002; Manning, 2005).

Potenciais DEs foram detectados em solos e lodo de efluente em
diferentes partes do mundo. Para determinadas espécies que vivem em contato
com solo, esta é a principal rota de exposi¢cao. De forma indireta, expde os seres
humanos por meio da cadeia alimentar, como por exemplo, criagdo de gado que
se alimenta do pasto estdo expostos ao solo contaminado, tornando-se também
um meio de exposicdo aos seres humanos que se alimentam destes (Alcock,
1999; Damstra, 2002; Manning, 2005; Richardson, 2009; Streck, 2009).

A ingestdio de DEs e potenciais DEs pela alimentagdo ou

medicamentos € considerada outra principal fonte de exposi¢cdo para humanos e
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animais, podendo levar a bioacumulagéo e biomagnificacdo desses compostos. A
contribuicdo dessa exposicdo varia em funcdo da dieta adotada, posicao do
consumidor na cadeia alimentar, das espécies e quantidades consumidas.
Poluentes organicos lipofilicos e persistentes bioacumulam em espécies que
estdo no topo da cadeia alimentar. Aves piscivoras (que se alimentam de peixe) e
mamiferos marinhos mostraram ter concentracées de POPs muitas vezes maior
gue a encontrada em peixes dos quais elas se alimentam. Nesses animais foram
observados efeitos como incapacidade reprodutiva, efeitos teratogénicos e

afinamento da casca do ovo (Damstra, 2002).

Outra importante fonte de horménios esterdides sao os residuos da
pecuaria, como as excretas de cabras, gado, porcos e aves. Estudos apontam
que residuos da criacdo desses animais contém concentracdes na faixa de
44ng.g™* de estradiol (Ying, 2002; Streck, 2009).

O sedimento € uma fonte de exposicdo para espécies animais que
vivem ou em alguma fase de sua vida estiveram em contato com este. Algumas
substancias irdo se ligar ao material particulado suspenso na agua, que se

deposita e acumula no sedimento.

Outra via de exposicdo aos DEs € pelo consumo de produtos de
limpeza, produtos de higiene pessoal, cosméticos e inseticidas. Pode ser através
da inalacdo, ingestdo e contato com a pele. Em particular, a principal
preocupacdo é o potencial de exposicdo aos ésteres ftalatos nos brinquedos

infantis, onde as criancas tém contato direto com a boca.

34 DESCRICAO DOS COMPOSTOS ESTUDADOS

3.4.1 Estrutura quimica

O estudo realizado nesta dissertacdo focou sete compostos, dentre
eles, alguns considerados disruptores endoécrinos, cujas caracteristicas e

propriedades fisico quimicas estédo descritas nesse item e nos subsequentes.

A cafeina (FIG. 3) € um alcalbide pertencente ao grupo das xantinas,
gue sdo substancias capazes de estimular o sistema nervoso central (SNC), pois

produzem um estado de alerta de curta duracdo. A cafeina € mundialmente
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utilizada como ingrediente de analgésicos, estimulantes e bebidas a base de cola,
energéticos e naturalmente presente em mais de 60 espécies de plantas, como
no guarana, no mate e no cacau (Monteiro, 2005; De Maria e Moreira, 2007,
Verenitch, 2008).

A concentracdo de cafeina em cada um desses produtos é bastante
variavel. O café por exemplo, contém em média de 40 a 180 mg de cafeina em
doses de 150 mL, para chas em guantidades de 150mL h&a uma média de 24 a
50 mg, em bebidas a base de cola a cada 180 mL possuem de 50 a 150 mg,
bebidas energéticas (250 mL) possuem 80 mg de cafeina, em farmacos
analgésicos a concentracdo € de 32 a 65 mg por comprimido. O consumo médio
global da cafeina é de 70-76 mg.pessoa™.dia’, mas dependendo do pais essa
média pode chegar a 238 mg.pessoat.dia’ (EUA e Canadd) e
400 mg.pessoa’.dia® (Suécia e Finlandia) (Buerge, 2003; Fredholm, 2005;
Vivavoz, 2007; Verenitch, 2008).

A cafeina age no organismo através do bloqueio da acdo da adenosina
enddgena e por consequUéncia, ha grande ativacdo dos neurotransmissores.
Grande parte da cafeina € metabolizada pelo figado e apenas 10% € excretada

de forma inalterada através da urina (Buerge, 2003, Monteiro, 2005).

HsC xmj‘t[miHa
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CHj

FIGURA.3 - Férmula molecular da cafeina

Em formulagBes farmacéuticas, a cafeina tem importante papel, pois
intensifica o efeito de analgésicos para gripe, resfriado e cefaléia. Também é
usada como estimulante cardiaco, cerebral e respiratorio e como diurético
(Buerge, 2003).
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A cafeina, embora ndo seja um disruptor endocrino, € uma das
substancias mais consumidas no mundo, portanto sua presenca em efluentes de
estacdes de tratamento de esgoto (ETE) e em aguas superficiais € um forte
indicio de ocupacéo urbana e ineficiéncia do tratamento oferecido, tanto em ETEs
como em ETAs. A cafeina foi incluida na lista da U.S.EPA dos produtos de maior
volume de produgdo, entretanto, o destino da cafeina em aguas residuarias é

ainda pouco investigada (Burge, 2003; Verenitch, 2008).

Os horménios fazem parte da classe dos esterdides, que formam um
grande grupo de compostos lipossolaveis (sollveis em gordura) e possuem uma
estrutura basica de 17 atomos de carbono dispostos em quatro anéis ligados
entre si, cuja estrutura basica € formada pelo ciclo[a]fenantreno. Nessa estrutura
podem existir ligacdes duplas, metilas, carbonilas e hidroxilas, dando origem a
uma série de horménios esteroidais (Ying, 2002; Tapiero et al. 2002, IUPAC;
Sodré, 2007).

Os estrogénios naturais fazem parte desse grupo de hormonios
esteroidais lipossoluveis e sdo originados a partir do colesterol ou da acetil
coenzima-A, que sao responsaveis pelas caracteristicas secundarias femininas
relacionadas ao crescimento, desenvolvimento e ao metabolismo. O estrogénio
mais potente produzido pelos seres humanos € o estradiol, seguido pela estrona e
estriol. Os progestagénios (progesterona) e o0s androgénios (testosterona)
também fazem parte desse grupo de hormonios (Ying, 2002; Tapiero et al., 2002;
URASE, 2005; Sodré, 2007).

Além dos hormdnios naturais, muitos farmacos possuem em sua
formulacdo os esterdides sintéticos, que inclui principalmente o etinilestradiol e os
derivados do norgestrel. Estes compostos sintéticos sdo empregados
mundialmente como contraceptivos e como agentes terapéuticos de reposicao
hormonal (Sonnenschein e Soto, 1998; Sodre, 2007).

O estradiol tem a contribuicdo mais significativa como potencial DE no
esgoto tratado, enquanto a estrona € um composto intermediario produzido pela
degradacdo do estradiol, como € desmonstrado no estudo de Ternes e
colaboradores (Ternes et al, 1999; Urase, 2005; Barel-Cohen, 2006).
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A progesterona € o0 Unico progestdogeno de ocorréncia natural,
secretado pelo corpo luteo no ovario e também pela placenta durante a gravidez.
Progestdgenos sintéticos sado utilizados sozinhos ou em combinacdo com
estrogenos para tratamento de desordens no ciclo menstrual, infertilidade e

endometriose, sua dose excede a do etinilestradiol (Streck, 2009)

Os androgenos sdo esterdides de 19 carbonos que estimulam e
controlam o desenvolvimento de caracteristicas masculinas e possuem um
importante papel na regeneragdo dos tecidos, especialmente da pele, ossos e
musculos. Tanto os andrégenos naturais como 0s sintéticos, tém sido utilizado
como promotores de crescimento ou em medicamentos veterinarios. Além disso,
a degradacdo microbiologica dos fitoesterdides em progestégenos e
posteriormente em andrégenos tem sido proposta como fonte natural de
esterdides androgénicos, o que poderia explicar elevadas concentracbes de
atividade androgénica nas descargas de efluentes de industrias de papel e

celulose.

A presenca de esterbides androgénicos em ambientes aquaticos se
deve ao tratamento ineficiente das ETESs, efluentes de industrias de papel e
celulose e da criacdo de gado. Os esteréides mais comumente identificados em
efluentes de ETEs séo a testosterona e seus metabdlitos ou precursores de
hormdénios masculinos e femininos, como o androstenedione (Ying, 2002; Reddy,
2005; Streck, 2009). Na FIG. 4 podem ser observadas as formulas moleculares

dos esterdides estudados neste trabalho.
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FIGURA 4 - Formulas moleculares dos esteroides estrogénicos, progestagénicos
e androgénicos: (a) androstano; (b) estrona; (c) estradiol; (d) etinilestradiol;

(e) norgestrel e (f) progesterona
3.4.2 Propriedades fisico-quimicas

Pouco se sabe sobre a potencial ocorréncia no ambiente, transporte e
destino final de muitos compostos organicos sintéticos apds seu Uuso,
principalmente as substancias hormonalmente ativas, produtos de higiene pessoal
e farmacos que séo desenvolvidos para estimular respostas fisiologicas em seres

humanos, plantas e animais (Kolpin, 2002).

O estudo das propriedades quimicas e fisicas dos hormdénios é
necessario para obter conhecimento do comportamento desses compostos, e
realizar previsdes acerca de onde poderdo ocorrer maiores concentracdes desses
contaminantes organicos. Esse conhecimento, aliado a dados de teste
ecotoxicolégicos, é importante também para compreender qual a causa das
concentragbes encontradas em diferentes compartimentos do ecossistema

(Zagatto e Bertoletti, 2006).
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Além disso, o conhecimento das propriedades fisico-quimicas desses
compostos auxilia na escolha do processo mais adequado para remog¢ao nos
tratamentos. O parametro correspondente ao coeficiente de particdo entre a fase
aquosa e o lodo (k), esta fortemente relacionado as propriedades fisico-quimicas

da substancia.

Os esteroides estrogénicos naturais como a estrona e estradiol,
possuem solubilidade de aproximadamente 13 mg.L™, enquanto que o estrogénio
sintético etinilestradiol possui solubilidade de 4,8 mg.L™. Esses ester6ides tém
capacidade moderada de se ligarem ao sedimento e estudos relatam uma rapida

degradacédo no solo e na agua (Ying, 2002).

A natureza hidrofébica de alguns DEs, estimada com base nos
coeficientes de particdo entre octanol agua, favorece a ocorréncia de reacdes de
adsorcdo dos DEs no material particulado em suspensdo. Muitos DEs podem
apresentar caracteristicas fisico-quimicas que favorecem sua permanéncia no
efluente final de estacdes de tratamento de agua e esgoto (Sodré, 2007). Embora
o0 estradiol e a estrona sejam relativamente sollveis em agua, uma fracao
significativa pode estar associada com particulas organicas ou coldides nos
sistemas de tratamento, que influenciam sua degradacao e destino final (Huang
and Sedlak, 2001).

Baixos valores de presséo de vapor indicam a baixa volatilidade desses
compostos. Pelas propriedades fisico-quimicas desses esterdides, pode ser
observado que esses estrOgenos sdo compostos hidrofébicos de baixa
volatilidade. Portanto, é esperado que a sor¢cdo no solo ou sedimento serd um

fator significante na reducéo da concentracdo em fase aquosa (Ying, 2002).

Lai e colaboradores (2000) mediram o coeficiente de sorcdo da
estrona, estradiol e etinilestradiol no sedimento e o valor de log K; encontrados
foram 1,71, 1,56 e 1,72, respectivamente (Ying, 2002).

Nos seres humanos e animais, 0S estrOgenos passam por varias
transformacdes, principalmente no figado. Frequentemente sdo oxidados,

hidrolizados, desoxigenados e metilados antes da conjugacdo final com
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glicuronideo e sulfato. O estradiol é rapidamente oxidado a estrona, que pode ser
convertido em estriol, que € o maior produto de excrecdo. Muitos outros
metabalitos polares sdo formados e podem estar presentes na urina e nas fezes.
O etinilestradiol é principalmente eliminado como conjugado, outras
transformacdes metabdlicas ocorrem, mas em menor relevancia. Portanto,
estrogenos sdo excretados principalmente como conjugados inativos de &cidos
sulfirico e glucurénico. Embora os esterdides conjugados ndo possuam uma
atividade bioldgica direta, eles podem agir como hormonios precursores capazes
de voltarem a forma de esterdides livres por bactérias no ambiente (Ternes et al.,
1999; Baronti et al., 2000). Devido a presenca de microrganismos em esgoto
bruto e em ETES, esses conjugados inativos de esterdides estrogénicos sao
clivados, disponibilizando no ambiente esterdides estrogénicos ativos (Ternes et
al., 1999a; Baronti et al., 2000; Ying, 2002; Laudicéia, 2010)

Estudos de laboratério e de campo, com agua de rios relataram uma
reducdo de meia vida dos estrégenos entre 2 e 6 dias, enquanto a meia vida do
etinilestradiol foi de no minimo 46 dias. Entretanto, a mineralizacdo destes
hormdnios estrogénicos no solo podem levar varios anos (Colucci et al., 2001;
Barel-Cohen, 2006).

Neste item, tentou-se reunir alguns parametros fisico-quimicos como
solubilidade, pressao de vapor, volatilidade, coeficiente de sor¢do, entretanto as
poucas informacfes referentes a essas caracteristicas dificultaram a confeccao
de uma tabela completa. Na TAB. 1 estdo as apresentadas as informacfes

coletadas em diversas literaturas.
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TABELA 1 - Caracteristicas Fisico-Quimicas dos compostos estudados

Solubilidade L 5 . 3
Composto 1 Log Kow Ks Log Koc® Pressao de vapor
(mg.L ~ a20°C)
Cafeina 21.600 -0,07 - - -
Estrona 13° 3,43° - 3,47° 2,3x101°
Estradiol 13° 394> 218* 357° 2,3x10™°
Etinilestradiol 4,8° 4,15° 24,2 3,74 4,5x10™
Norgestrel 2,1° - - - -
Progesterona 8,8° 3,87 - - -

' (coeficiente octanol-agua);
2 (coeficiente de sorcao de carbono orgéanico);
Fonte: ® (Ying, 2009); * (Ying, 2003); ° (Lai, 2000); ® (Sodré, 2007)

3.4.3 Toxicidade

Poluentes organicos geralmente produzem efeito toxico sobre os
individuos a eles expostos e para medir o nivel de toxicidade das substancias sao
utilizados métodos in vivo e in vitro, que podem fornecer informacdes seguras de
indicadores qualitativos e quantitativos sobre a interacdo de dado composto com
0 sistema bioldgico. Entretanto, o estudo da atividade toxicoldgica de certos
compostos € dispendiosa, de elevado custo, o que pode ser uma explicacao para
a falta de indicadores disponiveis para muitos compostos (Sam, 2010).

Em 2009, o CAS (Chemical Abstracts Service) chegou a marca de 50
milhdes de substancias registradas, sendo que 9 meses antes havia chegado nos
40 milhdes. Em contrapartida foram necesséarios 33 anos para atingir a marca dos
primeiros 10 milhdes de registro, o que aconteceu em 1990, indicando o grande
avancgo das industrias no desenvolvimento de novas substancias quimicas. Em
paises industrializados, como EUA e Japao, cerca de 100.000 compostos sao
produzidos deliberadamente e utilizados para diversos fins, dos quais,
aproximadamente 3% sao produzidos em grandes volumes, atingindo
quantidades de 500.000 kg.ano™. Destes, menos de 45% s&o submetidos a
algum tipo de ensaio toxicolégico basico e menos de 10% séo estudados quanto
aos efeitos toxicos sobre organismos em desenvolvimento (Mello-da-Silva e
Fruchtengarten, 2005; CAS, 2010).
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Uma revisao de trabalhos publicados por mais de 500 pesquisadores,
de vérios paises, sobre estudos de toxicologia, mecanismos de acgédo, avaliacao
de risco, desenvolvimento e validacdo de métodos para testes dos DESs, concluiu
que nao existem evidéncias suficientes que concretizem os efeitos adversos
dessas substancias aos seres humanos. Acrescentaram ainda que, as evidéncias
apresentadas nesses estudos mostraram que algumas populagbes tém sido
afetadas em areas de maior contaminacéo e exposi¢cao, entretanto, ndo pode ser
estabelecido um consenso sobre os efeitos bioldgicos especificos destas
substancias, e se outras espécies sdo susceptiveis aos efeitos dos DEs como as
espécies comprovadamente afetadas (Sodré, 2007, Hentz e Lamb, 2007).

Como pode ser notado, ainda ndo existe um consenso sobre os efeitos
biol6gicos especificos destas substancias. Ensaios envolvendo a atividade
estrogena de muitos compostos organicos em fungéo de alguns parametros ainda
sdo necessarios para conhecer suas verdadeiras potencialidades em alterar o
funcionamento do sistema endocrino de organismos vivos em condicdes naturais.
Diversos compostos naturais e sintéticos, de origem enddégena ou exdgena, tém
sido avaliados em funcdo de suas capacidades em induzir respostar similares as

respostas hormonais (Giesy et al., 2002; Sodré, 2007).

Dentre as substancias consideradas DEs, existe uma diferenga no
potencial de atividade estrogénica entre elas, que tem sido avaliada por meio da
estrogenicidade relativa medida através do efeito causado por um DE frente ao
estradiol. Através dessa avaliacdo, pode-se considerar que 0s estrogénios
sintéticos possuem atividade estrogénica superior em comparacdo aos
estrogénios naturais, podendo deduzir também que esses compostos sejam mais
téxicos (Sodrée, 2007).

Estudos indicaram que concentra¢cdes baixas como 1 ng.L? de
estradiol levam a inducéao de vitelogenina em trutas macho (Purdom et al., 1994;
Hansen et al., 1998).

Os efeitos causados por substancias consideradas disruptoras
endocrinas dependem de varios fatores como, 0 tempo de exposicao,

concentracdo, faixa etaria e espécie do individuo exposto. Essas variaveis
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somadas a falta de informacdes sobre como exatamente cada substancia ou
mistura de substédncias agem sobre o individuo alvo, tornam praticamente
impossivel definir quais testes sdo mais adequados para se obter uma resposta
confiavel. A exposi¢do continua tende a ser o cenario mais realistico envolvendo
os efeitos dos DEs, para isso, 0s testes de toxicidade mais indicados para a
avaliacdo de seus efeitos sdo baseados na medida do ECs, - concentragcdo
minima capaz de provocar algum efeito em 50% dos organismos em estudo; e
nao do LCsy - concentragcdo minima capaz de provocar a morte de 50% dos

organismos (Sodré, 2007).

Esforcos de conceituadas entidades governamentais de protecao
ambiental como a U.S. EPA (United States Environmental Protection Agency) e a
OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development) tem
trabalhado continuamente no desenvolvimento e validacdo de métodos para
avaliacao de toxicidade e dos efeitos dos DEs sobre os seres humanos e animais.
Em particular a EPA, que em 1998 criou o Programa de triagem de disruptores
endocrinos (EDSP — Endocrine disruptor/Screening Program) com foco nos
estrogenos, andrégenos e hormonios da tirebide. O EDSP é dividido em duas
etapas, primeiro é feito uma triagem das substancias com potencial de interagir
com um ou mais componentes do sistema enddcrino (incluindo métodos in vitro e
in vivo), porém essa etapa nao fornece informacdes sobre o efeito bioldgico
causado, pois nesses ensaios ndo € possivel conhecer a complexidade biolégica
do sistema enddcrino. Os testes realizados na segunda etapa sdo os testes in
vivo de longo prazo (estudos de reproducdo de multi geragao) que identificam os
efeitos adversos e caracterizam dose-resposta. Através desses testes, resultados
de testes definitivos substituem os resultados de ensaios de triagem na orientacao
de politicas e gerenciamento. Mas ainda muito trabalho necessita ser realizado,
pois 0 modo de acdo dos DEs e dos préprios mecanismos de funcionamento do
sistema endocrino ndo sao totalmente conhecidos devido a complexidade desse
sistema. No ano de 2009 o programa de testes da primeira etapa publicou a lista
final, com as substancias que foram selecionadas e que serdo submetidas aos
testes da segunda etapa do programa. Essa lista é composta predominantemente
por ingredientes ativos de pesticidas e outros ingredientes de grande volume de

producéao.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 METODOLOGIAS USUAIS PARA DETERMINAGAO DE DES

Richardson (2009) fez uma revisdo avaliando as tendéncias em
técnicas analiticas, e destaca a cromatografia liquida acoplada ao detector por
espectrometria de massas (LC-MS) como a mais amplamente utilizada para
analises ambientais, que costumam exigir uma alta resolucdo e seletividade.
Outros autores também enfatizam a utilizagdo da LC-MS, além do acoplamento
com GC (gas chromatography) e HPLC (High performance liquid
chromatography), como técnica mais adotada nos ultimos anos, principalmente
para identificacdo de esteréides no ambiente (Streck, 2009). O aperfeicoamento
das técnicas ja utilizadas como o LC-MS/MS, permitem aos pesquisadores
quantificar niveis tracos (ng.L™ e pc.L™) de esterdides devido ao baixo limite de
deteccdo que este equipamento consegue atingir, sendo de suma importancia
para compostos que permanecem ativos biologicamente em baixas

concentracbes como o estradiol (Streck, 2009).

Dentre os detectores por espectrometria de massa, varios tipos de
ionizacdo e filtros de massa tém sido explorados pela comunidade cientifica,
como, por exemplo, a fotoionizacdo em pressdo atmosférica com LC/MS, que
promove uma melhor ionizacdo para compostos nao polares como 0sS
nanomateriais e difenilicos polibromados (PBDEs - polybrominated diphenyl
ethers). Outro exemplo é o0 uso do MS com filtro de massa do tipo TOF (time-of-
flight), que possui a vantagem de identificar, além dos analitos de interesse,
analitos ndo alvos altamente polares, nédo volateis ou de alta massa molecular em
uma unica analise sem perda de sensibilidade, o que ndo seria possivel com a
utilizacdo de um GC. O uso de padrbes isotdpicos para permitir maior precisao
nas quantificagbes em matrizes variadas, também pode ser citado como uma

grande tendéncia nas metodologias desenvolvidas recentemente, especialmente
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para amostras de aguas residuais, onde o efeito matriz e a supressdo de ions

podem ser substanciais (Richardson, 2009).

Merece destaque também, os avancos da técnica cromatografica como
o desenvolvimento da UPLC (Ultraperformance liquid chromatography)
cromatografia liquida de ultra performance, que se difere da LC por usar
particulas de menor diametro na fase estacionaria além de colunas menores, 0
que reduz drasticamente o tempo de analise, permite maior pressao e picos mais
estreitos/definidos. Outra significante tendéncia em cromatografia inclui o uso
bidimensional de GC (GC-GC) e cromatografia de interacdo hidrofilica (HILIC —
Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography). A GC-GC possibilita melhores
separacdes de misturas complexas e permite que séries homologas de
compostos sejam facilmente identificadas. Essa técnica também possibilita a
deteccdo de contaminantes que ndo podem ser identificados com o tradicional
GC. O TOF-MS é frequentemente utilizado como detector para GC-GC devido a
sua capacidade de rapida aquisicdo. A HILIC é uma nova técnica de LC que
fornece melhor separacdo e deteccdo de compostos altamente polares, pois no
final da fase estacionaria possui um grupo polar (como grupo amino), e a retencao
€ baseada na afinidade dos analitos polares pelas cargas desse grupo no final da

coluna (Richarson, 2009)

A GC/MS oferece elevada seletividade combinado com boa capacidade
de identificacdo. Procedimentos pré-analise, como 0s processos de derivatizacao
e sililacdo podem ser empregados para obter melhor separacdo cromatografica e

melhor fragmentacao das moléculas alvo (Streck, 2009).

Comparado aos métodos com GC, os métodos de LC tém a vantagem
de dispensar a derivatizacdo antes das analises, eliminando assim uma potencial
fonte de erros analiticos. Em relacdo aos limites de deteccdo, métodos de GC/MS
sdo geralmente um pouco menos sensiveis do que as técnicas de LC-MS/MS,

ainda assim continua sendo uma técnica competitiva a LC (Streck, 2009).

Os meétodos de pré-concentragdo de amostras mais utilizados
permanecem sendo os cartuchos de extracdo em fase soélida, podendo ser

aplicado para a maioria dos contaminantes emergentes, o aperfeicoamento desta
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técnica estd no desenvolvimento de novos sorventes, oferecendo melhores
recuperacdes para analitos, meio com duas fases (dual-phase) tem sido utilizado
para reter analitos de classes diferentes em uma Unica extracdo. E ainda, técnicas
de extracdo sem uso de solvente, como a microextracdo em fase solida (SPME-
solid-phase-micrextraction), microextracdo com uma unica gota (SDME - single-
drop microextraction), extracdo em barra de agitacdo e microextracdo com
membrana de fibra oca (hollow-fiber membrane microextraction), continuam
sendo utilizadas em muitos trabalhos. Amostras aquosas sao normalmente
tratadas por extracdo em fase solida apos remocédo de particulas por filtragdo em
membranas em tamanho de poros de 0,45 uym ou 1,2 yum. Para extracdo de
esteréides, os cartuchos OASIS® HLB (hydrophilic-lipophilic balanced copolymer)
sdo os mais utilizados, entretanto, muitos estudos sao realizados com a utilizacao
dos tradicionais cartuchos que possuem recheio Cig € constataram que ambos
sdo adequados para os mesmos analitos (Richardson, 2009; Streck, 2009).

4.2 ESTUDOS DE AVALIAGAO DOS DES EM DIVERSOS PAISES

A maioria dos estudos encontrados na literatura avalia os estrogénios
naturais estrona, estradiol e estriol e o sintético etinilestradiol, pois como ja foi
mencionado no item 3.2, a estrona, estradiol e etinilestradiol sdo os estrogénios
de maior preocupacdo com relacdo aos efeitos adversos que causam sobre 0s
seres humanos e animais. Esses esterbides tém sido detectados em esgoto bruto
e tratado de estacfes de tratamento de esgoto, em aguas superficiais e em menor
namero, em sedimento por pesquisadores de varios paises (tanto paises
desenvolvidos como os em desenvolvimento). Eles sédo excretados principalmente
na forma de conjugados que nao sdo ativos biologicamente, entretanto eles
podem voltar a sua forma livre, na qual sédo ativos, quando presentes no esgoto.
Além disso, eles exercem seus efeitos fisiologicos a concentra¢cdes mais baixas
gque o0s outros esterdides e podem ser encontrados no ambiente em
concentracbes superiores ao respectivo LOEL (Lowest observable effect level —
limite de efeito observado) que para peixes e plantas é de 10 ng.L™ . Estudos
realizados em rios britAnicos demonstraram que esses hormonios, ainda, sao
suspeitos de induzir a producédo de vitelogenina em peixes machos, uma vez que

essa proteina € produzida somente pelas fémeas. Em contrapartida, sdo poucos
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0s estudos sobre androgénios e progestagénios (Routledge et al., 1998; Ying,
2002; Barel-Cohen, 2006; Streck, 2009).

Ternes e colaboradores (1999) realizaram um estudo que avaliou
esgoto bruto e tratado de ETEs no Rio de Janeiro (Brasil) e em Frankfurt
(Alemanha), ainda avaliaram amostras de agua superficial e esgoto tratado de 16
ETEs alemds e 10 ETEs canadenses. As amostras foram pré concentradas
através de extracdo em fase solida com cartuchos recheados com C;g seguidas
de andlise por GC-MS/MS. Em amostras de esgoto bruto de ETEs no RJ, os
esterdides estrogénicos estradiol e estrona foram detectados em concentracao
média de 21 e 40 ng.L™?, e para as amostras da ETE municipal em Frankfurt,
foram detectadas concentragdes de 15 ng.L™* e 27 ng.L™* para estradiol e estrona,
respectivamente (com taxa de remocdo na estagdo de 68 e 64%
respectivamente). Em amostras de rios na Alemanha foi detectado somente a
estrona em concentracdes entre 0,7 e 1,6 ng.L™". Outras amostras de esgoto
tratado na Alemanha, apresentaram contaminacdo de estrona (9 ng.L™ com
méximo de 70 ng.L™) e etinilestradiol (1 ng.L™* com méximo de 15 ng.L™?), e no
Canadé, apresentaram contaminacéo média de 3 ng.L™ para estrona (maximo de
0,48 ng.L?), 6 ng.L" para estradiol (maximo de 64 ng.L") e 9 ng.L” para

etinilestradiol (méximo de 42 ng.L™).

O estudo realizado por Belfroid e colaboradores (1999), teve como foco
o desenvolvimento de metodologia para analise de estrona, estradiol e
etinilestradiol em amostra de esgoto tratado e de aguas superficiais na Holanda,
utilizando extragdo em fase soOlida com cartuchos Cjs. Os analitos foram
separados pela técnica de HPLC e em seguida foram sililados e entdo analisados
por GC-MS/MS. Os resultados encontrados para amostras de esgoto tratado
foram de no maximo 47 ng.L™ para estrona, o estradiol esteve na faixa de 1 a
12 ng.L? e para etinilestradiol, a concentracdo mais alta encontrada foi de
75 ng.Lt Para as amostras de &gua superficial, todos 0s compostos
permaneceram abaixo de seus limites de deteccdo (0,2 ng.L™* — estrona, 0,3 ng.L™

— estradiol e 0,1 ng.L™ — etinilestradiol).

Baronti e colaboradores (2000) analisaram esgoto bruto e tratado

coletados de seis ETEs na lItalia e em amostras de agua superficial. Essas
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amostras foram pré-concentradas com cartuchos de extracdo em fase solida do
tipo Carbograph 4 (utiliza carvdo ativado como material de preenchimento)
seguidas de analise pela técnica de LC-MS/MS. As concentracdes detectadas nas
amostras de agua superficial foram de 0,11 ng.L™” de estradiol, 1,5 ng.L™” de
estrona e 0,04 ng.L™ de etinilestradiol. As amostras de esgoto bruto apresentaram
contaminag&o por estradiol em concentracdo de 4 a 25 ng.L™ no afluente, de 25 a
132 ng.L? para estrona e de 0,40 a 13 ng.L™* para etinilestradiol. J&4 para as
amostras de esgoto tratado, as concentracdes foram significativamente menores,
demonstrando uma boa eficiéncia na remocéo do estradiol (0,35 a 3,5 ng.L™),
estrona (2,5 a 82,1 ng.L™) e etinilestradiol (0,30 a 1,7 ng.L™).

Kuch e Ballschmiter (2001) avaliaram amostras de esgoto tratado de
ETEs na Alemanha, que foram extraidas por fase solida e derivatizadas, para
determinacdo por GC-MS. As concentracdes médias encontradas nas amostras
de esgoto tratado para estrona foi de 1,5 ng.L* (maxima de 18 ng.L™), para
estradiol 0,4 ng.L™ (maxima de 5,2 ng.L™) e etinilestradiol 0,7 ng.L™* (méxima de
8,9 ng.L™). Para amostras de &gua superficial foram encontradas concentracées
médias de 0,4 ng.L™ para estrona (maxima de 4,1 ng.L™"), para estradiol 0,3 ng.L™

(méaxima de 3,6 ng.L™) e etinilestradiol 0,4 ng.L™ (maxima de 5,1 ng.L™).

Tabata et al. (2001) conduziu um extenso estudo de esterdides
estrogénicos em 109 rios japoneses e detectou estradiol em 87% das amostras
coletadas no verdo, em concentracdo média de 2,1 ng.L?, e em 72% das

amostras coletadas no outono, foi detectada concentracéo média de 1,8 ng.L™.

Kolpin e colaboradores (2002) realizaram uma pesquisa em 139
corregos e rios poluidos dos EUA, os esterdides foram extraidos pela técnica de
extracdo continua liquido-liquido, derivatizados e entdo analisados por GC-MS.
Como resultado foram encontradas concentracdes médias de 160 ng.L™” para
estradiol, 27 ng.L™ de estrona e 73 ng.L™ de etinilestradiol.

A adequacao da cafeina como marcador quimico de poluicdo de aguas
superficiais por esgoto doméstico foi avaliada por um estudo realizado por Burge
e colaboradores (2003) em ETEs da Suica. Concentracdes de cafeina em esgoto

bruto e tratado de estacdes de tratamento de esgoto (7 a 73 pg.L' e 0.03 a
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9.5 ug.L™, respectivamente) indicam uma eficiéncia de eliminacgéo de 81 a 99.9%.
Apesar da eficiente remoc¢ao na maioria das ETEs, a cafeina € constantemente
encontrada em lagos e rios da Suica (6 a 250 ng.L™), exceto em lugares onde nao
ha acdo antrépica significante, como nas montanhas (<2 ng.L™). Concentracées
de cafeina em lagos correlacionada com cargas antropogénicas de esgoto
doméstico, demonstraram a adequacao da cafeina como marcador (Burge, 2003).

Servos (2005) avaliou amostras de esgoto bruto e tratado de 18
estacfes do Canada, determinando concentracdes de estrona e estradiol pela
técnica de GC/MS, avaliando a eficiéncia de remocdo dos tratamentos
empregados nessas estacdes. Em sistemas convencionais como o de lodos
ativado e sistema de lagoas, a concentracdo média de estradiol e estrona em
esgoto bruto foi de 15,6 ng.L™" (faixa de 2,4 a 26 ng.L?) e 49 ng.L™ (19 a
78 ng.L™). Em amostras de esgoto tratado, a concentragdo média de ambos foi de
1.8ng.L-1 (0.2 2 14.7 ng.L™Y) e 17 ng.L™* (1 a 96 ng.L™), respectivamente.

Em estudo realizado por Barel-Cohen (2006) no rio da Jordania, foi
possivel detectar, nas amostras coletadas, o esterdide sintético etinilestradiol a
concentracdo média de 1,2 ng.L™ e os estrégenos naturais (estrona e estradiol)

em concentracdo média de 1,0 ng.L™.

Zhao, 2009 analisou amostras de trés rios no sul da China, que séao
fontes de agua potavel para a cidade de Guangzhou, dentre 0s compostos
estudados por este autor estdo estrona e estradiol, esses compostos foram
detectados em niveis tracos utilizando GC-MS, com amostras derivatizadas. As
concentracbes mais altas foram encontradas no rio Shijing em concentracdes de

79 ng.L™ para estrona e 7,7 ng.L™ para estradiol.

O estudo de Ying (2009) avaliou amostras de efluentes de cinco ETE e
de agua dos corpos receptores, no sudeste de Queensland (Australia). As
amostras foram pré-concentradas por extracdo em fase sélida com cartuchos
Oasis® HLB e analisadas pelo método ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assays). Este ensaio € baseado em uma reacdo de competicdo onde uma enzima
marcada padrdo de estrégeno compete com o0 estrogeno livre presente na

amostra pela ligacdo ao anticorpo especifico monoclonal imobilizado na superficie
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da microplaca. A quantidade do estrégeno padréo ligado ao prato é determinada
pela adicdo de um substrato incolor que se torna colorido com a reacdo. A
intensidade da cor € medida a 450nm e é inversamente proporcional a quantidade
de estroOgeno na amostra, com essa técnica foi possivel obter limites de deteccao
de 0,05 ng.L™. As concentracdes detectadas no efluente foram de 22,82 ng.L™
para estrona, de 3,2 ng.L™" para estradiol e de 0,56 ng.L™ para etinilestradiol
(Ying, 2009).

Chen e colaboradores (2009) avaliaram amostras de esgoto bruto e
tratado de uma ETE em Taiwan utilizando a técnica de LC-MS/MS. As amostras
foram extraidas com cartuchos Oasis HLB®. Somente a estrona foi detectada no
esgoto bruto a concentracdo de 230 ng.L™, os outros compostos permaneceram
abaixo do limite de quantificacdo (60 ng.L* e 25 ng.L? para estradiol e
etinilestradiol, respectivamente) ou ndo foram detectados.

Em estudo realizado por Kuster e colaboradores (2009) no Rio Paraiba
do Sul (parte pertencente ao RJ) onde foram estudados os compostos estrona,
estradiol, etinilestradiol e progesterona, foi possivel detectar progesterona a
concentracdo de 47 ng.L' em amostra de Aagua superficial. Os principais
estrogenos, estrona, estradiol e etinilestradiol, ndo foram detectados, entretanto
seus derivados conjugados foram detectados em concentracdo média abaixo de
7 ng.L™. Os conjugados analisados foram os derivados de sulfato e de
glicuronideo da estrona, estradiol e estriol, totalizando 6 derivados. Neste trabalho
também foi avaliada a utilizacdo do cartucho Cig para a extracdo em fase sélida,
que apresentou melhor performance em relacdo ao cartucho OASIS® HLB para os
compostos analisados. A técnica utilizada para determinagdo dos compostos foi a
LC-MS/MS.

Estudos realizados por Reis Filho (2005), em amostras de agua
superficial do rio Monjolinho (Sao Carlos — SP), pré concentradas por extracdo em
fase solida (C1s) e seguidas de determinacdo por HPLC, apresentaram resultados
de contaminacdo das amostras por estradiol & concentracdo de 27,5 ng.L™ e

etinilestradiol em concentracéo média de 16,8 ng.L™.
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Gerolin (2008) avaliou amostras de 4gua bruta e tratada de ETAs que
abastecem os municipios de Campinas e Sumaré (SP), as amostras passaram
por extracdo em fase sdlida e determinacdo por HPLC-MS/MS. As concentracfes
médias obtidas foram de 0,10 e 0,08 ng.L™ para estrona, 0,92 e 1,30 ng.L™ para

estradiol e 275 e 472 ng.L™" para etinilestradiol.

Laudicéia (2010) realizou um estudo no municipio de Jaboticabal (SP)
onde avaliou a contaminacdo de efluentes de ETEs e aguas superficiais por
estradiol e estrona. As amostras foram pré concentradas por extracdo em fase
sélida com cartuchos C;5 e analisados por cromatografia liquida. Os limites de
deteccdo obtidos foram de 3,7 ng.L™ para estradiol e 300 ng.L™ para estrona. Os
resultados obtidos neste estudo apontaram a deteccdo de estrona em uma Unica
amostra dos 4 pontos coletados e 9 periodos diferentes, enquanto que o estradiol
foi detectado em apenas 6 amostras das 36 coletadas para o estudo.

Muitos estudos em diferentes paises reportaram a presenca de
esterdides estrogénicos em estacdes de tratamento de esgoto, na faixa de
70 ng.L™ para estrona, 64 ng.L™" para estradiol e 42 ng.L™ para etinilestradiol.
Embora os horménios esterdides tenham sido detectados em diversas fontes,
atualmente, existem poucos dados sobre o comportamento ambiental e destino
desses hormonios nos diferentes meios. Consequentemente, a exposicdo e o
risco associado a essas substancias nao estdo adequadamente esclarecidas
(Ying, 2009, Kookana e Ru, 2002).

A agéncia ambiental do Reino Unido revisou os dados disponiveis e
propds valores de concentragdes para substancias individuais que ndo causem
efeito sobre a vida de agua doce e marinha para os horménios 1 ng.L* para
178 —estradiol, 3 a 5 ng.L™* para estrona e 0,1 ng.L™ para etinilestradiol (Young et
al, 2002). Na falta de alternativas apropriadas, estes valores podem ser usados
como niveis limites para identificar areas de risco a concentragfes elevadas

dessas substancias industriais no ambiente.
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5 CARACTERIZAGAO DA AREA DE ESTUDO

No Brasil, o gerenciamento dos recursos hidricos € de
responsabilidade da Politica Nacional de Recursos Hidricos. Para uma
administracdo mais efetiva, o pais foi dividido em bacias hidrogréficas, que
também sdo denominadas Unidades de Gerenciamento de Recursos Hidricos
(UGRHI) e sdo administradas pelos Comités de bacia, que tem como finalidade o

planejamento da mesma, por meio dos Planos de Bacia (Ceivap e Agevap, 2009).

O planejamento e a gestdo da Bacia do Paraiba do Sul estdo sob a
responsabilidade do Comité de Integracdo da Bacia Hidrografica do Rio Paraiba
do Sul (CEIVAP) e da Associacdo Pro-Gestdo da Bacia Hidrografica do Rio
Paraiba do Sul (AGEVAP).

"\p\’ | tj

Estado do
Espirto Sant

""""""

EIODE JANEIRO

Estado de
Minas Gerais

-‘ FIURA 5 - Area de estudo — UGRHI 2: Bacia do rio Paraiba do Sul: rios de
dominio da Uniéo e de dominio Estadual (adaptado de Gruben, 2002)

A Bacia do Rio Paraiba do Sul ou UGRHI 2 (FIG. 5) esta localizada no
sudeste brasileiro compreendendo trés importantes estados de grande
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importancia econdmica, S&o Paulo na regido conhecida como Vale do Paraiba
Paulista (13.900 km?), Rio de Janeiro (20.900 km?) e Minas Gerais, denominada
Zona da Mata Mineira (20.700 km?), totalizando uma area de 55.000 km? o que
corresponde a 0,7% da area do pais e 6% da regido sudeste do Brasil. Em toda
sua extensao h& atualmente 180 municipios (88 em Minas Gerais, 53 no Estado
do Rio e 39 no estado de Sao Paulo), sendo 36 parcialmente inseridos na bacia.
O Rio Paraiba é formado pelo encontro dos rios Paraibuna e Paraitinga, na Serra
da Bocaina (MG) percorrendo 1.150 km, e desembocando no mar em Sao Joao
da Barra (RJ) (Gruben, 2002; COPPETEC, 2006; Paraiba do Sul, 2008; Ceivap e
Agevap, 2009; FCR, 2009).

O vale do rio Paraiba do Sul distribui-se na direcdo leste-oeste,
situando-se em uma das poucas regides do pais de relevo muito acidentado, com
colinas e montanhas de mais 2.000 metros nos pontos mais elevados e poucas
areas planas, o ponto culminante € o Pico das Agulhas Negras com 2.787 metros.
A bacia do Rio Paraiba do Sul é limitada ao Norte pelas bacias dos rios Grande e
Doce e pelas serras da Mantiqueira, Caparad e Santo Eduardo. A Nordeste, a
bacia do rio Itabapoana estabelece o limite da bacia. Ao Sul, o limite é formado
pela Serra dos Orgéos e pelos trechos paulista e fluminense da Serra do Mar. A
Oeste, pela bacia do rio Tieté, da qual é separada por meio de diversas
ramificacbes dos macicos da Serra do Mar e da Serra da Mantiqueira (Gruben,
2002; FCR, 2009).

A regido do rio Paraiba do Sul é caracterizada por um clima
predominantemente tropical quente e Uumido. Os maiores indices pluviométricos
ocorrem no trecho paulista da serra do Mar, nas regides do maci¢o do Itatiaia e
seus contrafortes e na serra dos Orgéos, trecho da serra do Mar que acompanha
a Regido Serrana do Estado do Rio de Janeiro, onde a precipitacdo anual chega a
ultrapassar 2.000 mm. Nessas trés regides de altitudes elevadas, a média das
temperaturas minimas chega a menos de 10°C (Paraiba do Sul, 2008;
COPPETEC, 2006).

A Bacia situa-se na regido da Mata Atlantica, que se estendia,
originariamente, por toda a costa brasileira (do Rio Grande do Norte ao Rio

Grande do Sul) numa faixa de 300 km. Atualmente a area remanescente esta
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restrita a parques e reservas florestais. Cerca de 50% das florestas existentes na
bacia do rio Paraiba do Sul encontra-se em Unidades de Conservacao, algumas
de grande destaque nacional e internacional, como o Parque Nacional de Itatiaia
(primeiro Parque Nacional criado no Brasil), o Parque Nacional da Serra dos
Orgdos e a Reserva da Biosfera da Mata Atlantica. Unindo os trés estados da
bacia, destaca-se a Area de Protecdo Ambiental (APA) Federal da Serra da
Mantiqueira. O proprio rio Paraiba do Sul tem seu curso marcado por sucessivas
represas, destinadas a provisdo de agua e eletricidade para as populacdes da
bacia e também da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro. Em raz&o disso, o rio
encontra-se hoje em estado ecoldgico critico, com margens assoreadas e 40% da
sua vazéao desviada para o Rio Guandu. Suas aguas também séo utilizadas para
abastecimento industrial, preservacdo da flora e fauna e disposicdo final de
esgotos (COPPETEC, 2006; Gruben, 2002). Com relacdo a cobertura vegetal e
uso do solo, 70% de sua area é formada por pastagem; 27% por culturas,
reflorestamento e outros; e apenas 11% por florestas nativas (Mata Atlantica)
(COPPETEC, 2006; CEIVAP e AGEVAP, 2009).

Com base nestes dados, a regido estudada pode ser considerada um
territério praticamente antrépico. A populacdo urbana total da Bacia, segundo o
Censo IBGE de 2005, é de cerca de 5,3 milhdes de habitantes, sendo que 2,3
milhdes desses vivem no Estado do Rio de Janeiro, 1,2 milhdes em Minas Gerais
e 1,8 em S&o Paulo. Além desta populacao, cerca de 11 milhdes de habitantes da
Regido Metropolitana do Rio de Janeiro € abastecida pelas aguas dessa Bacia e
que sao transpostas pelo Sistema Guandu. Outro fator preocupante se refere a
taxa de crescimento populacional da UGRHI, de aproximadamente 1,0% ao ano,
0 que pode ser considerado um indice elevado, pressionando 0Ss recursos
naturais dessa area, no que se refere ao consumo e descarte de residuos e
efluentes (CEIVAP e AGEVAP, 2009; FCR, 2009).

Aproximadamente um bilhdo de litros de esgotos domeésticos,
praticamente sem tratamento, sdo despejados diariamente, contribuindo para a
situacdo de degradacdo da Bacia. A carga poluidora total da Bacia, de origem
organica, corresponde a cerca de 280 toneladas de DBO por dia, 86% dos quais
derivam de efluentes domeésticos, e 14% industriais (CEIVAP e AGEVAP, 2009).
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As principais atividades econOmicas da regido sdo a industrial e a
agropecuéria. A pecuaria é a atividade mais representativa do meio rural,
podendo-se encontrar areas de pasto distribuidas por toda a bacia, embora boa
parte do que se classifica como campo/pastagem seja de terras degradadas, com
pouca ou nenhuma atividade agropecuaria. A criacdo de gado leiteiro em regime
extensivo é a atividade de maior importdncia econémica na regido (Paraiba do
Sul, 2008). Entretanto, em termos de uso da agua, 0 maior consumidor em
volume € a agricultura devido a irrigacdo, seguido do setor de abastecimento
publico, o industrial e a pecuéria (COPPETEC, 2006; Paixao, 2009).

Essa area possui um parque industrial bastante diversificado, de
indUstrias quimicas a metallrgicas e produtoras de papel e celulose, que
possuem elevado potencial poluidor, razdes pelas quais da-se grande importancia

e atencao ao monitoramento local.

O numero de empresas de grande porte e alto potencial poluente na
regido é expressivo. Segundo Gruben (2002), no trecho paulista existem 2.500
empresas registradas na CETESB, entre as quais as de maior destague sdo: 19
empresas quimicas, 26 empresas metallurgicas e siderdrgicas, 4 empresas de
material elétrico e eletrdnico, uma empresa petroquimica, 3 empresas de papel e
celulose, localizadas nos seguintes municipios: Sdo José dos Campos, Jacarei,
Pindamonhangaba, Taubaté, Guaratingueta, Cacapava, Aparecida e Cruzeiro
(Gruben, 2002; COPPETEC, 2006).

Fato semelhante ocorre nos trechos fluminense e mineiro, com
empresas metallrgicas, téxteis, alimenticias e de papel e celulose, que sédo as
grandes responsaveis pela carga poluente despejada na regido do médio Paraiba
(RJ) e na sub-bacia do rio Paraibuna (MG). O Programa Estadual de Investimento
(Projeto Qualidade das Aguas e Controle da Poluicdo Hidrica/Rio de Janeiro —
PQA/RJ), apos diagndéstico de poluicédo industrial, identificou 44 empresas como
responsaveis por mais de 80% da polui¢do total no trecho fluminense da bacia,
onde a Companhia Siderargica Nacional (CSN) se destaca pela maior
contribuicdo (Gruben, 2002; COPPETEC, 2006).
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A répida expansdo urbana e o desenvolvimento industrial na bacia
proporcionaram a degradacdo da qualidade da agua e a reducdo de sua
disponibilidade hidrica. Ao longo do Rio Paraiba e de seus principais afluentes,
indUstrias se instalaram e as cidades cresceram lancando efluentes em suas
aguas, na maioria das vezes sem qualquer tipo de tratamento, além do aumento
pela demanda de energia e dgua para abastecimento da crescente populagéo e
das industrias. Das localidades pertencentes a bacia hidrografica do Rio Paraiba
do Sul com populagbes superiores a 15.000 habitantes, aproximadamente
82,02% da populacédo urbanaé atendida com rede coletora de esgotos e apenas
17,6% contam com o tratamento de seus efluentes domeésticos, o abastecimento
de agua atende 91,9% da populacao, refletindo de maneira inequivoca, o grau de
exposicao aos agentes de doencas infecto-contagiosas de veiculacdo hidrica a
gue seus habitantes estdo sujeitos (Gruben, 2002; COPPETEC, 2006, Paixao,
2009).

Houve uma grande preocupacdo com a necessidade de aumentar os
servicos de abastecimento da populagdo, porém ndo houve a mesma
preocupacao com relacao a coleta e tratamento do esgoto. Observando a FIG. 6,
€ possivel concluir que a poluicdo proveniente de esgoto doméstico é uma das
mais criticas na regido, devido as baixas porcentagens de tratamento de esgoto
coletado (COPPETEC, 2006; Paixao, 2009).

Situacao de Saneamento

B Abastecimento M Esgoto Coletado Esgoto Tratado

94,60% 95% 93,10%

89,90% 88%
69,60%

32,30%

7,60% 12%

Séo Paulo Rio de Janeiro Minas Gerais

FIGURA 6 — Grafico representativo da situacdo de sanemaento na regido da

Bacia do Rio Paraiba do Sul
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5.1 CARACTERIZAGAO GERAL DOS MUNICIPIOS AVALIADOS

Sao José dos Campos

Situado a nordeste do Estado de S&o Paulo no Vale do Rio Paraiba, as
margens da Rodovia Presidente Dutra, além de estar entre as cidades do Rio de
Janeiro e Sao Paulo, os dois maiores centros produtivos e de consumo do pais,
fica também préxima ao Litoral Norte e a Serra da Mantiqueira. A cidade possui
um grande centro tecnoldgico, com expressivas empresas estrategicamente
localizadas entre a serra e 0 mar. Possui area de aproximadamente 1.100kmz,
populacao de 615.871 de habitantes, clima tropical com temperatura média anual
de 20°C e topografia bem distribuida. Ao Norte (45% do territério) é constituida
por montanhas, serras e picos, oscilando entre 900 e 2.082 metros de altitude,
predominando a pecuéria. Na parte Sul (55% do territorio) o relevo é suave,
formado por imenso planalto e uma série de pequenos vales. Ressaltam-se as
extensas planicies marginais ao Rio Paraiba do Sul e a outros cursos menores,
prevalecendo as terras agricultaveis. A rede hidrogréfica é riquissima e de grande
importancia econémica pelo atendimento a pecuéria. Representada por mais de
300 mananciais e vertentes, que compde rios, riachos, ribeirdes, corregos,
regatos, arroios e aguadas de cabeceiras. Entre os rios destacam-se: Rio Paraiba
do Sul, Jaguari do Peixe, Buquira, Turvo e Comprido; aproximadamente 50
ribeirbes e cOrregos, e 0 restante para cursos menores (SEADE, 2008; Vale,
2008; IBGE, 2010).

Taubaté

Localizado entre as Serras da Mantiqueira e Serra do Mar, no eixo de
circulacdo dos Estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas Gerais. Com uma
extensao territorial de 626 km?, altitude de 575 m, e clima tropical de inverno seco
onde a temperatura média anual é de 23°C com indice de 1.300 mm de média
pluviométrica anual. A populacdo da cidade é de aproximadamente 273.426 de
habitantes (IBGE, 2010).

O perimetro urbano encontra-se em sua maior extensdo em regiao

plana com alguns bairros em colinas e a maior Zona Rural com regides
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montanhosas de baixo relevo diferenciado. As margens do Rio Paraiba do Sul,
tem como principais rios o Itaim e o Una que recebe suas aguas de diversos
afluentes (SEADE, 2008; Vale, 2008).

Guararema

Pequena cidade localizada a leste da cidade de S&o Paulo, com area
de 271 km?, e uma populagdo de 26.974 de habitantes. Possui clima temperado
com média anual de 27°C. O principal rio que atravessa a cidade é o rio Paraiba
do Sul. Talvez pelo nimero de empresas instaladas ou por sua proximidade com
a capital deveria ser a mais impactada das quatro areas de estudo. Porém, na
pratica, ndo € isso que ocorre. Guararema € o ponto mais limpo das quatro
estacfes de coleta e sua agua possui maior quantidade de &cidos organicos
naturais, provenientes da decomposicéo de vegetacédo (Guararema, 2008; IBGE,
2010).

Pindamonhangaba

O municipio de Pindamonhangaba localizado a margem da Rodovia
Presidente Dutra, possui area de 730km? e populacdo de 144.513 de habitantes.
O clima caracteristico é o subtropical quente, com temperatura média anual de
20°C. A hidrografia é composta pelo Rio Paraiba do Sul como o principal rio, e
seus afluentes: Rio Piracuama, Rio Uma, Ribeirdo do Curtume, Ribeirdo dos
Surdos e Ribeirdo Grande (Pindamonhangaba, 2008; SEADE, 2008).

Nos anos de 1840 a 1860, o municipio foi considerado o maior produtor
de café da regido. Entretanto com o empobrecimento das terras de plantacfes de
café, Pindamonhangaba passa por um periodo de dificuldades entre 1870 a 1920
quando inicia a criagdo de gado leiteiro. A partir de 1950 comeca a se
desenvolver o setor industrial, chegando novamente no auge econémico em
1970. Atualmente continua crescendo o setor industrial (Pindamonhangaba,
2010a; 2010b).

43



6 TECNICA ANALITICA

A quimica analitica empregada na avaliagdo ambiental esta sujeita a
dificuldades inerentes a complexidade da amostra e baixas concentracdes das
substancias que se deseja avaliar. A determinagdo de compostos organicos em
amostras ambientais esta fortemente ligada a técnicas cromatograficas
juntamente com sistemas de deteccéo especificos. Entretanto, se faz necessario

a preparacdo dessas amostras antes da analise propriamente dita (Mas, 2010).

Uma das etapas mais criticas que envolvem a determinacdo dos
compostos organicos em geral, € o pré-tratamento das amostras que incluem
processos de extracdo, isolamento e concentragdo do analito. Um dos
procedimentos mais empregados para esse objetivo é a extracdo em fase soélida,
mais conhecida como SPE (solid phase extraction). Metodologias que utilizam a
técnica de cromatografia gasosa com detector por espectrometria de massa e
prévia extracdo SPE, é comumente aceita como uma das técnicas que obtém
melhor separacéo, identificacdo e quantificagcdo de compostos organicos como 0s

disruptores endocrinos e pesticidas (Mansilha et al., 2010).
6.1 EXTRAGAO EM FASE SOLIDA (SPE)

Amostras ambientais sdo complexas devido a sua composi¢ao, pois
além do composto que se quer analisar, geralmente possuem outros elementos
gue ndo séo de interesse para o analista. Portanto deve ser feita a preparacao da
amostra utilizando técnicas de isolamento dos compostos desejados (Araujo,
2006; Mansilha et al., 2010).

A SPE é uma das técnicas mais utilizadas para extracdo e
concentracdo de amostras. Nesta técnica, os analitos contidos em uma matriz
aguosa sdo extraidos, juntamente com o0s compostos interferentes, apos
passarem por um cartucho contendo material sorvente. Um solvente seletivo,

normalmente orgéanico, é utilizado para fazer o clean up, ou seja, a remocao de

44



interferentes e entdo, outro solvente é usado para eluir os analitos de interesse do
material adsorvente do cartucho de extragcdo. Apesar de a SPE apresentar
vantagens com relacdo aos métodos tradicionais de extracao liquido-liquido, tais
como praticidade e maior sensibilidade, esta técnica tem algumas limitacdes. Uma
delas refere-se a etapa de eluicdo do analito aprisionado no cartucho de SPE que
requer geralmente, o uso de solventes téxicos (Araujo, 2006; Mansilha et al.,
2010).

O principio da extracdo em fase sélida se baseia nos mesmo principios
da cromatografia liquida, onde se utiliza uma coluna com o objetivo de reter os
analitos de interesse. Geralmente o material empregado nessas colunas de
extracdo, (SPE), também chamado de cartuchos, sdo de materiais adsorventes
de grupos funcionais organicos hidrofobicos quimicamente ligados a uma
superficie solida como a silica. A ligagdo do grupo C;5 com a silica € o material
mais utilizado como preenchimento desses cartuchos, esse material interage com
0S compostos organicos hidrofébicos pela acdo das forcas de Van der Waals, e

dessa forma sdo extraidos da fase aquosa (Araujo, 2006).

A FIG. 7 esquematiza as etapas que constituem o processo de
extracdo em fase solida, onde em: (1) representa o condicionamento do cartucho,
que deve ser feito para ativacdo do material adsorvente, em seguida; (2) faz-se a
percolacdo da amostra, onde o0os compostos que possuem afinidade com o
material adsorvente ficara retido; (3) sdo removidos possiveis interferentes que
tenham ficado retidos junto com os compostos de interesse e por fim, em (4)
conclui o processo de extracdo fazendo; (4) a eluicdo dos analitos por meio de

solvente adequado conclui o processo de extragao.
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FIGURA 7 - Desenho esquematico da extracdo em cartuchos SPE: (1)

condicionamento; (2) percolacdo da amostra; (3) clean up; (4) eluicao
6.2 CROMATOGRAFIA GASOSA

O objetivo da Cromatografia € a separacdo e identificacdo de
compostos existentes em uma mistura. Esta separacdo depende da diferenca de
comportamento dos analitos que se equilibram entre a fase moével e a fase
estacionaria. A cromatografia gasosa recebe este nome, pois sua fase movel é
um gas, e as solucbes que sao introduzidas nesse sistema, também devem estar
na fase gasosa. O desenvolvimento da técnica de cromatografia gasosa foi
acelerado com a introducédo da cromatografia gas-liquido em 1952, por James e
Martin. O interesse pela cromatografia gasosa fez com que houvesse um grande
desenvolvimento de equipamentos e métodos, tornando-se uma técnica muito
comum até os dias de hoje, estando presente na maioria dos laboratérios que

realizam analises quimicas (Bonato, 1995; Mansilha et al., 2010).

Na FIG. 8 € apresentado o esquema de um sistema de cromatografia

gasosa.
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FIGURA 8 - Esquema de um sistema GC composto por: 1) Gas de arraste, 2)
Manbmetro de gas, 3) Injetor, 4) Coluna cromatogréfica, 5) Forno do GC,
6) Detector e 7) Registrador. Fonte: Chemkey (2010)

A fase movel consiste em um gas inerte de elevada pureza, que
carrega a amostra vaporizada pela fase estacionaria. A fase estacionaria pode ser
constituida por um sélido ou liquido. Na forma sélida, o mecanismo de separacao
ocorre por adsorcdo da amostra sobre o material granulado que constitui a
coluna. Este tipo de fase estacionaria é utilizada na separacdo de substancias
apolares de baixa massa molecular e gases permanentes. As colunas com
material de preenchimento na forma liquida sdo as mais utilizadas, o mecanismo
de separacao ocorre por particdo das substancias entre a fase liquida e a gasosa.
Como exemplo de colunas com fase estacionaria liquida, pode se citar os
recheios de silicone que sdo mais comumente utilizados, pois cobrem ampla faixa
de polaridade, propriedades fisico-quimicas variadas e possuem alta estabilidade

térmica (Ciola, 1985; Bonato, 1995; Chemkey, 2010).

As colunas podem ser do tipo empacotada ou capilar, a primeira possui
diametro interno maior (3-6 mm) em relagcéo as colunas capilares (0,1-0,5 mm), se
diferenciam também pelo comprimento. As empacotadas variam de 0,5 a 5 m de
comprimento enquanto as capilares chegam até 100 m. Tanto as caracteristicas
referentes ao diametro interno quanto do comprimento da coluna, estédo

diretamente relacionados com a eficiéncia de separacao (Ciola, 1985).

A interacdo dos componentes da mistura € influenciada por diferentes

fatores fisicos e quimicos. O uso de temperaturas adequadas possibilita a
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vaporizacdo dos componentes que, de acordo com suas propriedades e as da
fase estacionaria (coluna), sdo retidos por tempos determinados e chegam a
saida da coluna em instantes diferentes, definido como tempo de retencéo.
Basicamente a amostra é vaporizada no injetor que permanece a elevada
temperatura e carregada pelo gas de arraste, que atua como a fase movel,
através da coluna (fase estacionéaria). Durante a analise, a temperatura da coluna
pode permanecer constante ou pode sofrer uma variacdo linear ou nédo (Ciola,
1985; Bonato, 1995).

A programacdo da temperatura (rampa de temperatura) €
significativamente importante em cromatografia gasosa, pois facilita a separacao
e otimiza o tempo de analise. Inicia-se com a coluna em temperatura mais baixa,
para que solutos de baixo ponto de ebulicdo possam eluir como picos separados
e, no decorrer da andlise, a temperatura da coluna aumenta com a finalidade de

se diminuir a retencdo de substancias de maior ponto de ebulicdo (Bonato, 1995).

A cromatografia gasosa é uma técnica com 6timo poder de resolucéo
que possibilita a andlise simultinea de diversas substancias em uma mesma
amostra. A principal restricdo dessa técnica, € que 0os compostos de interesse a
serem analisados devam ser volateis e termicamente estaveis. Quando essa
condicao néao for possivel, empregam-se tratamentos prévios da amostra como a
derivatizacdo. A grande desvantagem neste procedimento € a reducdo da
recuperacédo do analito além dos erros adicionais que cada etapa de manipulacéo

de uma amostra insere no resultado final (Bonato, 1995; Araujo, 2006).

Os principais fatores que influenciam na eficiéncia de uma coluna
cromatografica sdo: comprimento, didmetro interno, temperatura, vazdo da fase
movel, volume da amostra, técnica de injecdo, caracteristicas das substancias
entre outros. De modo geral, quanto maior o comprimento da coluna e menor seu
diametro interno melhor sua eficiéncia, por outro lado, quanto mais espesso o

filme de preenchimento da coluna menor sera sua eficiéncia.

A fase movel deve atender algumas exigéncias tais como, ndo interagir

com o material de preenchimento da coluna, ter grande disponibilidade, ser

48



compativel com o detector utilizado e apresentar alta pureza, para que nao
interfira no sinal de resposta do detector (Bonato, 1995).

O sistema de injecdo consiste de um compartimento submetido a
elevada temperatura, suficiente para vaporizar totalmente a amostra liquida
inserida por meio de uma microseringa (10uL). O volume de amostra que passa
através da coluna também influéncia sobre a eficiéncia da analise, quanto maior o

volume mais largos seréo os picos formados.

A cromatografia gasosa sozinha ndo é uma técnica qualitativa eficiente,
necessitando muitas vezes, de técnicas auxiliares para a identificacdo segura das

substancias presentes na amostra (Bonato, 1995; Chemkey, 2010).

Os detectores mais amplamente utilizados em cromatografia gasosa
sao: Detector por condutividade térmica (TCD), Detector por ioniza¢cdo de chama
(FID), Detector por captura de elétrons (ECD) e Detector por espectrometria de
massas (MS).

6.3 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas é uma técnica analitica utilizada para
identificar substancias quimicas, fornecendo informacdes qualitativas e
guantitativas sobre a composicao atbmica e molecular de materiais inorganicos e
organicos. Os primeiros espectrometros de massa foram desenvolvidos com base
nas pesquisas pioneiras de J.J. Thomson em 1912 e F.W. Aston em 1919 (Vega-
Bustillos, 2001).

A base da espectrometria de massas € a ionizacdo de atomos e
moléculas por meio de impacto de elétrons, que sédo gerados pelo aguecimento
de um filamento. O produto dessa interagdo elétron/molécula gera um ion
positivo, em um estado eletrénico e/ou vibracional excitado, que sao facilmente

controlados por campos magnéticos e elétricos.

O espectrdmetro de massas consiste em 3 partes essenciais: a fonte

de ions, o analisador de massas ou filtro de massas, o coletor de ions € um
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sistema de aquisicdo de dados que registra os sinais da abundéncia relativa ou

intensidade de cada uma das espécies ibnicas presentes.

As técnicas de ionizacao existentes sao descritas a seguir:

Fotoionizacdo a pressdo atmosférica (APPI) — utilizado para
ionizacao de amostras no estado liquido, por isso é frequentemente
utilizado com cromatografia liquida e abrangem moléculas de dificil
ionizacao;

Electrospray (ESI) — também faz acoplamento com cromatografia
liquida por ionizar substancias no estado liquido, e sua ionizagao
branda possibilita a analise de macromoléculas como as proteinas;
lonizacdo e dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI) — a
ionizacdo é branda, realizada através de laser, 0 que possibilita a
determinacdo de ions-moléculas praticamente intactos de
compostos de alta massa molecular;

lonizacdo quimica a pressédo atmosférica (APCI) — a ionizacdo do
analito é feita por reacdo ion-molécula, aplicavel a compostos
polares e de baixa polaridade;

lonizacdo por impacto de elétrons - € considerada a mais confiavel
dentre todas as fontes mencionadas, pois tem baixo espalhamento
de energia e o feixe de ionizacdo é bastante estavel, alem de ser
compativel com qualquer tipo de analisador de massa (McCaster,
1998; Eberlin, 2010).

Para a ionizacdo por impacto de elétrons, a amostra deve estar na

forma gasosa ao entrar na fonte de ions onde sera bombardeada por um feixe de

elétrons, gerando fragmentos idnicos. O feixe de elétrons, produzido pelo

aquecimento de um filamento, é direcionado em uma linha reta e perpendicular a

passagem da amostra, que por sua vez € direcionada a saida para o analisador

de massas. Esse feixe de elétrons irA se chocar com as moléculas da amostra

gerando os ions. Todo o sistema € submetido a um alto vacuo para garantir um

campo limpo que nao haja desvios e interacdo entre os ions formados. Entre a

entrada e a saida da cAmara de ionizagéo, é mantido um campo elétrico de baixa
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intensidade de modo que os ions formados sdo impulsionados para a saida, em
direcdo ao analisador de massa. Nesta saida, existem duas lentes iGnicas que
formam uma alta diferenca de potencial acelerando os ions para dentro do

analisador de massa (Eberlin, 2010).

Assim como as diversas fontes de ions existentes, também estdo
disponiveis diversos tipos de analisadores de massa, como o TOF (time-of-flight),
onde os ions viajam através de um tubo com velocidades diferentes que ira
depender da relacdo m/z do ion, assim essa relacdo serd deduzida de acordo
com o tempo que eles levam para chegar ao coletor de ions. Com essa técnica é
possivel analisar desde compostos de baixa massa molecular até as
macromoléculas. Os analisadores de massa por setor magnético definem o raio
da trajetéria dos ions de acordo com a relagdo m/z, variando esse campo
magnético € possivel controlar a chegada do ion de determinada m/z ao coletor.
Esse tipo de analisador de massa € utilizado para medicdes de razdo isotdpica,

massa exata e analises organicas (McMaster, 1998; Eberlin, 2010).

Outro tipo de analisador de massa séo os quadrupolar, que podem ser
de dois tipos, a armadilha de ions (lon-trap) e o analisador de massa quadrupolo.
O ion trap se assemelha a um tubo de ensaio elétrico, onde as moléculas da
amostra que saem do GC colidem entre si, e os fragmentos resultantes ficam ali
armazenados. Com o aumento da voltagem neste “tubo de ensaio”, os fragmentos
de ions formados séo expulsos e caem no coletor de ions, obedecendo a uma

ordem crescente de suas m/z (McMaster, 1998; Eberlin, 2010).

O analisador de massa quadrupolo é o mais utilizado em
espectrometria de massas, consiste de quatro varetas dispostas paralelamente
em pares, no centro deste arranjo € mantido um campo elétrico por onde 0s ions
irdo passar até atingirem o coletor de ions. Definindo a intensidade do campo
elétrico é possivel selecionar os ions de m/z desejados a passarem ao longo

dessas varetas atingindo o coletor de ions (McMaster, 1998; Eberlin, 2010).

Ao sairem do analisador de massas, os ions que foram selecionados
sdo coletados e convertidos em sinal elétrico, interpretados por um sistema de

aquisicao de dados, em forma de cromatogramas e espectrogramas. Existem
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duas formas de coletar ions que sédo através do copo de Faraday (CF) ou pelo
multiplicador de elétrons (ME). O CF possui uma superficie metalica, os ions
saem do analisador e ao atingirem essa superficie absorvem um elétron. Essa
perda de elétron do CF € medida através de um amperimetro e essa corrente
sera transmitida ao sistema de aquisicdo de dados, a intensidade da corrente ira
depender da massa do ion. Uma limitacdo do CF € o fato de ndo operar sob
vacuo. Em contrapartida, o ME possui boa precisdo a baixas pressoes
(> 10° Torr). O ME tem formato de um cone, onde na entrada possui carga
fortemente negativa em relacédo ao fim do cone, para que os ions positivos sejam
acelerados a outra extremidade. Durante a trajetoria desses ions, eles se chocam
com a superficie do cone, gerando elétrons que consequentemente também irdo
se chocar com essa superficie, gerando uma cascata de elétrons. Na saida do
ME, esses elétrons sdao medidos na forma de sinal elétrico pelo sistema de
aquisicao de dados, e interpretados em espectrogramas e cromatogramas (Veja-
Bustillos, 2001).

O modo de aquisicdo de dados em espectrometria de massas pode ser
por selecéo de ions especificos (SIM) ou por varredura de uma faixa determinada
de ions (SCAN). O modo SIM é empregado quando se conhece a espécie que
estd sendo a analisada e se deseja obter alta sensibilidade, como em analise de
tracos. O modo SCAN deve ser utilizado pelo menos na primeira corrida de

misturas complexas ou desconhecidas (McMaster, 1998).
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7 VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA

A validacdo € wuma etapa imprescindivel no processo de
desenvolvimento de metodologia analitica, a fim de garantir que o método atenda
corretamente aos objetivos a que esta sendo proposto. E também necessaria

para transmitir os resultados de forma segura e confiavel.

Apesar de ndo existir uma norma especifica estabelecida nacional e
internacionalmente, 6rgdos como IUPAC, I1SO, ANVISA, INMETRO e ICH
(International Conference on  Harmonization) fornecem diretrizes e
recomendacdes para a execucdo do procedimento de validacdo, requisitos
fundamentais para o processo de demonstracdo de competéncia técnica (Ribani
et al., 2004; Bueno, 2007).

Indiretamente, a validacdo de ensaio quimico tornou-se uma exigéncia
para os laboratérios, pois para demonstrarem sua competéncia técnica ou mesmo
para acompanhar as exigéncias do mercado internacional e nacional, muitos se
submetem ao credenciamento junto as agéncias competentes. No Brasil os
orgdos responsaveis pela acreditacdo de laboratérios sdo a ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) e o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial) (Ribani et al. 2004; Inmetro, 2003; Mansilha
et al., 2010)

Para garantir a reprodutibilidade do método analitico alguns parametros
sdo considerados essenciais, como especificidade e seletividade, linearidade e
faia de trabalho, limite de quantificacdo (LQ), limite de deteccdo (LD), precisao,
exatiddo recuperacdo e robustez (Mansilha et al., 2010). Na validacdo deste
trabalho foi utilizada uma ferramenta desenvolvida por Furusawa (2007) para os
calculos estatisticos que avaliam os parametros de validacdo. Essa planilha
denominada “Ensaio de Validagdo Quimica” foi baseada no documento guia do
INMETRO (DOQ-CGCRE-008 de marco de 2003). A validacdo de métodos pode

ser um processo extenso e trabalhoso, mas a qualidade dos resultados gerados
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esta diretamente relacionada com a qualidade deste processo.
7.1 SELETIVIDADE/ESPECIFICIDADE

A seletividade é o parametro que avalia a capacidade do método em
distinguir de forma inequivoca uma ou mais substancias de interesse de outros
componentes presentes na solucdo analisada. Amostras ambientais complexas
que podem conter interferentes como, por exemplo, produtos de degradacao e
outros compostos de propriedades similares as do analito de interesse, que
interferem na sua determinacdo, aumentando ou diminuindo o sinal medido pelo
equipamento. A seletividade deve garantir que determinado pico represente
exclusivamente o composto de estudo. Neste caso, a seletividade € também a
especificidade, pois se refere a um composto especificamente (Ribani et al., 2004;
Leite, 2008; INMETRO, 2010).

Outros parametros do processo de validacdo estdo diretamente
relacionados a seletividade, ou seja, se a seletividade ndo for assegurada,
parametros como linearidade, exatiddo e precisdo estardo seriamente
comprometidos. Portanto, a seletividade pode ser considerada o primeiro
parametro a ser avaliado na validagdo de um método analitico (Ribani et al., 2004;
INMETRO, 2010).

O procedimento mais utilizado para essa avaliacdo é por comparacao
da matriz isenta do composto com matriz fortificada com o padréo do analito de
interesse. Muitas vezes ndo é possivel obter uma matriz isenta do analito, nesses
casos € preparada uma curva analitica com a matriz fortificada e outra curva
analitica com o padrdo do analito de interesse sem a matriz, utilizando solvente
por exemplo. O método € considerado seletivo se as retas das duas curvas
analiticas forem paralelas, mesmo que haja interferéncia da matriz na

determinacao do analito (Brito, 2009; INMETRO, 2003).

A analise da seletividade do método desenvolvido pode ser realizada
de duas formas, visual e calculos estatisticos. A primeira consiste na observacao
do cromatograma gerado pela injecao da solucdo padréo e pela sobreposicéo das

retas obtidas nas curvas analiticas com e sem matriz. E a segunda consiste em
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calculos estatisticos como o teste de homogeneidade das variancias (teste
F-Snedecor), teste de significancia da diferenca das médias (teste t—Student),
pelo teste de inclinacdo e paralelismo e teste de ajuste (ambos pelo célculo de

t—Student).

O teste F é calculado de acordo com a equacéo 1. O valor resultante é
denominado Fcaiculado € €ntdo comparado com o valor de Figpelado, quUe € um valor
de referéncia que considera (n-1) grau de liberdade e a porcentagem de

confianga, que usualmente € de 95%.

5% )

Onde:

S1 = variancia das éareas obtidas pela injecdo em setuplica de uma
concentracdo no ensaio “com matriz”;
S2 = variancia das areas obtidas pela injecdo em setuplica da

concentracao correspondente no ensaio “sem matriz”.

Sendo S calculado de acordo com a equagéo 2.

52 _ (1"11 - 13512 + (nz - 1)5§ (2)
(n; +n, —2)

Onde:

S%?=  desvio padréo dos valores dos dois grupos
n; = tamanho da amostra do grupo 1;
n, = tamanho da amostra do grupo 2;

O teste t € calculado pela equacdo 3 e denominado tcacuiado. ASSIM
como no teste F, o resultado &€ comparado com um valor de tiapelado, POrém para
definir o grau de liberdade tém-se duas situacdes que dependem do resultado
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obtido no teste F. Caso se obtenha Fcacuiado < Frabelado, O grau de liberdade € obtido

68

pela tabela de distribuicdo de Student considerando (n;+n»-2) graus de
liberdade e a confiangca desejada (normalmente 95%), € se Fcaiculado > Frabelado

calcula-se o grau de liberdade pela equacéo 4.
fcafcuiado = .71 13y (3)

Onde:

|X1- X2| = diferenca da média das 7 injecdes de uma concentracdo no
ensaio COM matriz pela média das 7 injecbes da

concentracao correspondente no ensaio SEM matriz;

2)‘ _ 9 (4)

Para a avaliacdo da seletividade pelos testes de Inclinacdo e
Paralelismo e para o teste de Intercepto, sédo utilizadas as equacbes 5 e 6,
respectivamente.

bl — b2

L= . T T (5)

S.. | =3 T X)2
xy \|'Z(}{1]- —X)? XXy —X)?

Onde:

b1l = b da equacéo da reta do ensaio com matriz;

b2 = b da equacéo da reta do ensaio sem matriz;
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al —a?

I . -
= |1 X, 1 e (6)
- |—+ I _ - +—+ -
'\5'\||ni 2(X;—X:)7  ng XXy —X,)?

Onde:

al = a da equacéao da reta do ensaio com matriz,

a2 = a da equacéao da reta do ensaio sem matriz,

Para ambas as equacg0es (5 e 6), considerar a equagao 7:

I 5 -
_ (n, —2)82,., +(n, —2)S2,.,
5, — II 1 yixl y2s 7)

7.2 LINEARIDADE E FAIXA LINEAR DE TRABALHO

A linearidade corresponde a correlacdo entre uma determinada
concentracdo do analito e o sinal correspondente medido através de um método
analitico. Através dessa correlacao é possivel mensurar 0 analito em uma matriz
cuja concentracdo € desconhecida. Na quimica analitica, essa relacdo
matematica é denominada curva analitica € expressa na forma de grafico onde
Nos eixos X e y tém-se as concentracdes e a resposta medida, a equacao da reta

€ obtida de acordo com a equacao 8.
y=ax+Db (8)
Onde:

y = resposta medida ou sinal analiticos, variavel dependente;
X = concentracdo do analito, variavel independente;
a = coeficiente angular, expressa a inclinacao da curva analitica;

b = coeficiente linear, expressa a intersecao da curva aos eixos.

A gualidade de uma curva analitica pode ser verificada pelo coeficiente
de determinacdo (r?) obtido pelo quadrado do valor do coeficiente de correlacdo

57



(). E uma medida da proporc&o da variabilidade em uma variavel que é explicada
pela variabilidade da outra. Em outras palavras pode-se dizer que € a medida de
quao bem os dados se ajustam a reta de regressdo e o quanto as variaveis
envolvidas no modelo s&o realmente significativas. E pouco comum que se tenha
uma correlacdo perfeita (r2=1) na préatica, pois existem diversos fatores que

determinam as relagfes entre variaveis nessas situagdes.

Coeficiente de correlacdo de Pearson (r), ou simplesmente Coeficiente
de correlacdo, mede o grau da correlacdo entre duas varidveis de escala métrica.

Este coeficiente, assume valores entre -1 e 1, onde:

r=1 Significa uma correlacdo perfeita positiva entre as duas

variaveis.

r=-1 Significa uma correlacdo negativa perfeita entre as duas
variaveis, isto €, quando uma aumenta, a outra sempre

diminui.

r=0 Significa que as duas variaveis ndo dependem linearmente
uma da outra, podendo existir uma dependéncia nao linear.

Neste caso deve ser investigado por outros meios.

O chamado coeficiente de determinacdo (r?) € o quadrado do
coeficiente de correlacdo de Pearson, que varia entre zero e um, onde "um"
representa uma correlacdo perfeita (100%) enquanto zero, teoricamente
representa nenhuma correlacao entre as variaveis em questdo. Se um modelo de
regressdo apresenta rz2 = 0,90, temos 0 nosso modelo com coeficiente de
determinacao igual a 90%. Assim, quanto mais proximo de 1 estiver, maior o

ajuste do modelo.

O valor de r? deve estar o mais préximo de 1 para que a disperséo do
conjunto de pontos experimentais e a incerteza dos coeficientes de regressao
estimados sejam pequenas. O INMETRO recomenda que esse valor seja superior

a 0,90 para que a curva analitica seja utilizada para quantificagao.
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Para a verificagdo dos desvios da linearidade entre os pontos da curva
analitica aplica-se a andlise de residuos atraveés do teste t (Student), calculado

com a equacao 9, além dos gréficos de residuos e probabilidade normalizada.

residuo
I_-::c:e'-::m'c:.::_'-:.- = S (9)

¥

\.H
Onde:

Residuo = | Xmedido = Xcalculadol;
S, = desvio padrao dos residuos;

N = numero de pontos.

O valor de tcaculado Obtido € comparado ao valor de tipelado, CASO O
tcaiculado S€Jj@ Menor ou igual ao tipelado, €SSE ponto sera considerado como
pertencente a curva e a faixa de trabalho que o envolve sera linear. Deve-se
considerar (n-1) graus de liberdade e definir a confianca desejada, normalmente

95%.

Outra forma de verificar a linearidade € pela realizacdo da analise de
variancia (ANOVA) que faz uma andlise estatistica pelos testes F de regresséo e
ajuste. O teste F de regressdo tem a finalidade de verificar a adequacao do
modelo de regressdo adotado aos dados obtidos, considerando 95% de
confiangca. Enquanto que o teste F de ajuste verifica o quanto esse modelo se
ajusta ao conjunto de dados obtidos, também com 95% de confianca. Além dos
testes F, a ANOVA faz uma avaliacdo da porcentagem de variacdo explicada e da
porcentagem maxima de variacdo explicavel, ou seja, o quanto de variacdo pode

ser explicada dentro da porcentagem explicavel pelo ajuste aplicado ao método.

A faixa de trabalho corresponde ao intervalo entre o valor superior e
inferior que se pode quantificar a substancia de interesse com margem seguranca
nos resultados aceitavel. Dentro desta faixa de trabalho deve estar situada a
concentracéo esperada da amostra a ser quantificada. Os métodos utilizados para
quantificacdo em um processo de validagado compreendem padronizagao externa

ou interna, superposicdo de matrizes e adicdo padrdo. Nos quatro métodos é
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construida uma curva analitica, se diferenciando apenas no modo como ¢é feita.
Por exemplo, na padronizacdo externa, obtém-se a curva analitica por meio de
injecbes de solucbes do padrdo da substancia de interesse em diferentes
concentracbes. Por este método ser muito sensivel a erros de preparacdo e
injecdo da amostra e dos padrbes, a curva deve ser feita a cada analise ou

conjunto de andlises.

Pelo método de padronizacdo interna, a solucdo padrdo é preparada
nas diferentes concentracbes e para cada nivel de concentracdo é adicionado
uma quantidade da solucéo do padrao interno, de modo que sua concentragao
seja a mesma em todos os niveis. A curva analitica apresentara a razdo da area
da substancia de interesse pela area do padrao interno. Para a quantificacéo, é
necessario que se adicione a mesma quantidade de padréo interno nas amostras.
A padronizagdo interna é menos susceptivel a erros como interferentes da

amostra, injecao e variacdes do equipamento.

No método de superposicdo de matriz a curva é confeccionada
utilizando uma matriz de referéncia, ou seja, uma matriz semelhante & amostra,
porém isenta da substancia de interesse. O objetivo deste método € eliminar o
efeito de interferentes, principalmente durante o processo de extracdo, separacao

ou deteccéo.

O método de adicdo padrdo € bastante similar ao método de
superposicao de matrizes, porém utiliza a prépria amostra para constru¢do da
curva analitica. Geralmente se faz uso deste método em situacbes onde ha o
efeito da matriz e ndo € possivel obter uma matriz de referéncia ou o padréo

interno adequado.

De modo geral, o mais importante € que o método de quantificacao

selecionado fornegca melhor exatiddo e um alto nivel de preciséo.

7.3 LIMITE DE DETECGAO E QUANTIFICACAO

O limite de deteccéo (LD) representa a menor concentracdo do analito
gue pode ser detectado em determinado método analitico com certo limite de

confiabilidade. A determinacdo do LD tem como base a curva analitica preparada
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com a matriz em estudo. Assim, o calculo pode ser realizado pela multiplicagdo do
desvio padrdo das 7 replicatas de menor concentracdo da curva analitica.pela
abscissa t (Student) para (n-1) graus de liberdade com 95% de confianca, como
mostra a equacao 10 (Bueno, 2007; INMETRO, 2003; 2010).

LD = in-11-a) ' (5) (10)
Onde:
S = desvio padrao das 7 replicatas da menor concentragéo
t=  valor da abscissa t (Student) para (1 - a) x 100% nivel de

confianca e (n-1) graus de liberdade.

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentracdo do
analito que pode ser quantificada com seguranca. O LQ pode ser obtido pela
média de 7 replicatas do primeiro ponto da curva analitica mais cinco, seis ou dez
vezes o desvio padrdo obtido das mesmas, como na equacédo 11. Para o LQ,
também é utilizada a curva analitica preparada com a matriz em estudo (Bueno,
2007; INMETRO, 2003; 2010).

LO= X+ (560ul0)-S (11)
Onde:

X = média das 7 replicatas da concentragdo do menor ponto da
curva analitica;
S = desvio padrdo das 7 replicatas da concentracdo do menor ponto

da curva analitica.
7.4 EXATIDAO

O parametro exatiddo representa o grau de concordancia entre 0s
resultados individuais encontrados em um ensaio definido e o valor de referéncia
aceito como verdadeiro. Um processo de validagdo tem como um dos principais

objetivos obter a exatiddo. Os métodos mais utilizados para a avaliagcdo da



exatiddo consistem na utilizacdo de material de referéncia certificado,
comparacdo de métodos, ensaios de recuperacdo (INMETRO, 2003; Bueno,
2007).

A exatiddo pode ser avaliada pelo indice z (z Score) como mostra a
equacao 12 (INMETRO, 2010).

7 = (Xfaboratujr:'o _XL'er'dade:'ro ) (12)
S

Onde:

Xiaboratério = valor obtido pelo laboratorio;

Xverdadeiro = valor aceito como verdadeiro (valor do MRC, valor
médio de um programa de comparacdo interlaboratorial, valor
de concenso de um de proficiéncia, por exemplo);

s= desvio padréao do conjunto de valores do ensaio de proficiéncia.

O valor de z obtido segue o seguinte critério.

|z| < 2, o resultado esta satisfatério;
2 < |z| < 3, o resultado é questionavel;
|z| > 3, o resultado € insatisfatério.

7.5 PRECISAO

A preciséo é definida como a concordancia dos resultados de medicdes
obtidos entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra,
amostras semelhantes ou padrées sob condicoes determinadas. Para verificar a
precisdo de um meétodo, usualmente sdo realizadas repeticbes de analises e
reproducdo da analise em situacdes adversas (INMETRO, 2003) Pode ser
avaliada em termos de desvio—padrao (DP) e desvio padrédo relativo (DPR),
também conhecido como coeficiente de variagdo (CV). Quando se estuda
precisdo, na verdade se estad avaliando a dispersdo dos valores em amostras
medidas em replicatas. E necessario também que se verifique a existéncia de

valores discrepantes. Nos processos de validagcdo de meétodos analiticos de
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residuos e impurezas a taxa aceitavel de desvio padréo relativo (DPR) (equacédo
13) é de até 20%, dependendo da complexidade da amostra (Ribani et al., 2004).

S
DPR(%) ou CV(%) = x 100 (13)

Onde:

s: desvio padréo;

X: concentragcdo média determinada.

A avaliacao dos resultados dos estudos de repetitividade pode ser feita

utilizando o calculo do limite de repetitividade, r, de acordo com a equagéo 14.

T = -I':-(”_lll_a]."\fllj .5 (14)

Onde,

tn-11-q= Valor da estatistica t de Student para n-1 graus de liberdade
no intervalode confianca estabelecido
s = desvio padréo para as n replicatas executadas.

Caso a diferenca entre os valores das replicatas seja maior do que r,
algum valor devera ser descartado. Os valores de exatiddo podem ser obtidos
pelos métodos: repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade (Pires e
Furusawa, 2010).

O descarte de um valor devera ser substituido por outro (mais uma
replicata). Caso este passe no teste, pode-se calcular a média aritmética do
conjunto, sendo, calcula-se a mediana do conjunto com o valor discrepante. A
repetitividade representa a concordancia entre os resultados de medigbes
sucessivas realizadas em um curto espaco de tempo, utilizando um mesmo
meétodo, sem que haja mudancas nas condi¢des de medicdo, no procedimento, no
analista, e no instrumento utilizado (INMETRO 2003; Ribani et al., 2004; Bueno,
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2007). O objetivo é verificar se os resultados se repetem ou se distribuem
aleatoriamente mesmo repetindo-se as condicdes mencionadas (Pires e
Furusawa, 2010).

O objetivo da Precisdo intermediaria € avaliar as variacdes do
laboratério por meio de medigBes em diferentes dias, ou por diferentes analistas
ou em diferentes equipamentos. Este método € considerado o mais representativo
e com ele o laboratério garante que um mesmo método ira fornecer os mesmos
resultados (INMETRO 2003; Ribani et al., 2004; Bueno, 2007).

A Reprodutibilidade é o grau de concordancia entre os resultados das
medi¢cdes de uma mesma amostra, efetuadas em outro laboratério, por outro
equipamento e por outro analista, como em ensaios de proficiéncia. Embora néo
seja um parametro de validacdo de um unico laboratério, ensaios de proficiéncia
sdo de suma importancia para avaliar o desempenho dos métodos desenvolvidos
naquele laboratorio (INMETRO 2003; Ribani et al., 2004; Bueno, 2007).

7.6 ROBUSTEZ

A robustez mede o quanto um método pode ser considerado sensivel
frente a pequenas e deliberadas variagbes. Assim, um método é considerado
robusto quando ele ndo é afetado por essas variacfes, que por sua vez devem
representar alteracfes esperadas quando esse método € transferido para outros
laboratérios, realizado por outro analista ou equipamento (INMETRO, 20083;
Ribani et al., 2004; Bueno, 2007).

Na avaliacdo devem ser consideradas as variaveis do método que mais
influenciem o resultado. Podem ser avaliados, por exemplo, a composi¢cao da fase
extratora, colunas de diferentes fabricantes, alteracdo de temperatura, parametros
do equipamento, entre outros. Assim como 0s demais parametros, a robustez
deve ser incluida no procedimento de validacdo uma vez que ela mede a
confiabilidade do método em condi¢cdes normais de operacao, permitindo fixar as
tolerancias dos fatores do meétodo. A influéncia dos fatores na resposta da analise

pode ser verificada individual ou simultaneamente (INMETRO, 2003).
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O teste de Youden é o mais recomendado para a determinacdo da
robustez. Este teste consiste na sele¢éo de 7 variaveis de influéncia significativa
sobre o método, que sao arranjados por uma combinacao fatorial, resultando em
8 ensaios distintos. Com os resultados obtidos por estes ensaios, € possivel
verificar a robustez do método e ordenar a influéncia de cada variavel selecionada
(INMETRO, 2003; Ribani et al., 2004).

TABELA 2 - Planejamento fatorial saturado para avaliacdo da estimativa do erro
da distribuicdo dos efeitos utilizando o algoritmo de Dong (pequenos

experimentos)

Valor do Combinacdo Ensaiada
Fator 1 2 3 4 5 6 7 8
Aoua A A A A a a a a
Boub B B b b B B b b
Couc C c C c C c C c
Doud D D d d d d D D
Eoue E e E e e E e E
Fouf F f f F F f f F
Goug G g g G g G G G

Resultado S t u % w X y z

Os resultados obtidos em cada ensaio combinado representa a
influéncia que cada fator exerce sobre o composto, que sdo mais facilmente
interpretaveis através dos graficos de robustez, probabilidade normalizada e
Rankit.

7.7 RECUPERACAO

O estudo de recuperacédo pode ser estimado por meio de fortificagdo
(spike) da amostra com concentragdes conhecidas da solugdo padrdo dos
compostos estudados. O método de fortificacdo da matriz € considerado uma
limitacdo do teste de recuperagdo, pois o0 analito adicionado se apresenta
exatamente da mesma forma que a contaminacdo na amostra in natura,

resultando em uma avaliacdo excessivamente otimista da recuperacao, pois 0s
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analitos adicionados apresentardo uma forma mais favoravel a deteccdo. Deste
modo, é recomendavel que a recuperacao seja realizada em trés niveis diferentes
de concentracao, proximo ao limite de detecgéo, proximo a concentracdo maxima
permissivel e em uma concentracdo intermediaria ao intervalo estimado
(INMETRO, 2003; Ribani et al., 2004). O célculo da recuperagédo do analito pode
ser realizado de acordo com a equagéo 15.

. valor obtido
Recuperacao (%) = alor adicionade X 100 (15)

Pelo teste de recuperacdo em trés diferentes niveis de concentracao, é
possivel observar a variacdo da eficiéncia do método em funcao da concentracao
da substancia. Na maioria dos casos, a dispersédo dos resultados é inversamente
proporcional a concentracédo, assim, a recuperacdo pode diferir substancialmente
a altas e baixas concentracdes. Devido a isso, 0s intervalos de recuperacao
aceitaveis variam de 70 a 120% em analises de residuo, ou ainda na faixa de 50 a
120% para amostras mais complexas (Ribani et al., 2004; Brito, 2009).

7.8 INCERTEZA DA MEDICAO

A apresentacdo de um resultado obtido por um método analitico &
completa somente se a ele estiver associada a incerteza de medi¢ao envolvida na
obtencdo desse valor. Assim, o conceito de incerteza esta diretamente associado
a variabilidade do resultado analitico. Por definicdo, o resultado obtido é
considerado “grandeza de saida” e os fatores que influenciam na medida dessa
grandeza € denominada “grandeza de entrada”, que sao diversas para uma unica
grandeza de entrada (NIT-DICLA-021, 2003; Brito, 2009). Segundo o Guia
Eurachem, a incerteza de medicao € definida como: “Um paradmetro associado ao
resultado de uma medicdo, caracteriza a dispersdao que poderiam ser

razoavelmente atribuidas ao mensurando” (Guia Eurachem, 2002).

Este item € um requisito fundamental a qualidade laboratorial, uma vez
que sdo inumeros os fatores que podem afetar o resultado de uma medicéo. A
incerteza associada a uma estimativa de grandeza de entrada, pode ser

determinada direta ou indiretamente, sendo denominada de avaliagéo do Tipo A e
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avaliagcdo do Tipo B, respectivamente. No primeiro caso, a incerteza padrdo é
obtida pela andlise estatistica apds sucessivas medi¢des no instrumento, portanto
a incerteza padrao sera o desvio padrao da média. Quando a avaliagdo € do Tipo
B, a incerteza é obtida por fontes externas como certificados de fabricantes,

materiais de referéncia certificados, dados de manuais entre outros.

As fontes de incerteza devem ser quantificadas, de forma a possibilitar
a avaliacdo da influéncia da grandeza na medida final. Dificimente séao
consideradas todas as incertezas que influenciam uma metodologia, porém
devem ser considerados 0 maximo de parametros que forem identificados para
gue se tenha uma idéia muito proxima da influéncia dos mesmos no resultado
final. As incertezas tém como fontes os erros sistematicos (podem nao ser
reconhecidos) e aleatodrios (estimada por meio do desvio padrédo). Pode ser
avaliada desde um desvio padrdo a um multiplo dele proveniente de varias fontes
possiveis como: pureza de padrdes, amostragem, efeito matriz, interferentes,
condicbes ambientais, incertezas das massas e equipamentos volumétricos,
valores de referéncia, aproximacgfes atribuidas ao método ou a medicdo e

variacao aleatoria (Guia Eurachem, 2002; Eurachem, 2000).

Na estimativa da incerteza total quando o componente de incerteza é
expresso como desvio padrdo, ele é designado de Incerteza Padronizada, u(xi).
Deve ser estimada para cada fonte de erro envolvida, analisando criticamente o
processo de medicao para identificar as fontes significativas de erros e quantificar
os valores correspondentes das respectivas incertezas padronizadas de cada
componente, uc(y). O conjunto destas incertezas levara a estimativa da incerteza
combinada para o resultado do mensurando(y), obtido por meio das estimativas
das grandezas de entrada. Incerteza Padronizada Combinada, uc(y), € um desvio
padréo obtido pelo calculo da raiz quadrada positiva da variancia total, obtida pela

combinacao de todos os componentes da incerteza.

A Incerteza Expandida (U) é o componente que fornece um intervalo
mais provavel, com alto nivel de confianga para o valor do mensurando. O valor
de U é obtido multiplicando-se uc(y) por um Fator de Abrangéncia (k), que é
baseado no nivel de confianca desejado, por exemplo, 2 se o nivel de confianca

for de 95,45% (Guia Eurachem, 2002).
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7.8.1 Diagrama de Causa e Efeito (Espinha de Peixe ou Ishikawa)

As principais fontes de incertezas podem ser identificadas por meio de
um diagrama de causa e efeito. A correta utilizacdo deste diagrama permite
simplificar os célculos, agrupando as incertezas de forma a considerar que todas

as fontes sejam envolvidas no célculo (NIT-DICLA-021, 2003).

Na FIG. 9 é apresentado o Diagrama de Causa e Efeito para a
metodologia proposta para extracdo e determinacdo de estrogenos e hormoénios
considerados disruptores enddcrinos em amostras de agua destinadas ao

abastecimento publico.

As fontes de incerteza identificadas nesta metodologia foram as
associadas a curva analitica, ao fator de recuperacao do analito e ao volume final
da solucdo. Sendo que as fontes envolvidas no calculo da incerteza da curva
analitica sdo a preparacdo da solucdo padréo, as diluicdes das solucbes e as
incertezas associadas a area de resposta de cada analito. E foram estabelecidas

de acordo com o item 8.4.8 desta dissertacao.
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8 PARTE EXPERIMENTAL

8.1 EQUIPAMENTOS E MATERIAIS

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados os seguintes

equipamentos:

e Cromatégrafo a gas, Shimadzu — 17A, acoplado ao detector de
espectrometria de massas, Shimadzu - QP 5000 (FIG. 10), microprocessador de
dados equipado com o programa GCMS Solution;

e Sistema de filtracdo Sartorius a vacuo (FIG. 11);

e Sistema de extracdo em fase sélida, desenvolvido no laboratério do
CQMA-IPEN (FIG. 12).

FIGURA 10 - Cromatégrafo gasoso (esquerda) acoplado a um espectrometro de
massas (direita)
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FIGURA 11 - Material utilizado para sistema de filtracdo (a), sistema Sartérius

montado (b), filtracdo de amostra de agua bruta (c)

A bomba utilizada para a formacdo de vacuo, tanto para a filtracdo
como para 0 processo de extracdo, era livre de 6leo para evitar contaminagéo

proveniente de vapores do aquecimento da bomba.

FIGURA 12 - Sistema de extracdo em fase solida

8.1.1 Outros equipamentos

Alguns equipamentos de uso comum em laboratério também foram

utilizados para a realiza¢do de todo o procedimento, sendo:
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e Equipamento de purificacio de Agua por osmose reversa — ELIX 3,
Millipore;

e Equipamento de purificacdo de Agua — EASY pure PR, Barnstead;

e Balanca analitica E. METTLER (H16);

e Compressor/Aspirador - Dia pump (089-CAL), FANEM,;

e Microondas — ELETROLUX;

e Centrifuga — SOLUMIX.

8.1.2 Reagentes e Solucgdes

e Agua ultrapura (tipo 1) de baixa condutancia;

e Metanol (MeOH), Diclorometano (DCM) e Acetona;

e Padrdoes de referéncia com certificado dos compostos: cafeina,
androstano, estrona, estradiol, etinilestradiol, norgestrel e progesterona,

e Solucao Nitro sulfénica;

e Acido cloridrico.

Todos os reagentes e solventes utilizados sédo de grau (HPLC),analitico
cromatografico ou compativel. Para a confeccdo das curvas de calibracdo e
desenvolvimento da metodologia foram utilizados padrbes analiticos, com
certificado de pureza de procedéncia Aldrich Chemical Co. As soluc¢des padrbes
estoque foram preparadas em meio metanol, mantidas sob refrigeracdo e

protegidas da luz.
8.2 AMOSTRAGEM

As amostras de agua bruta e tratada foram coletadas nas estacfes de
tratamento de agua da SABESP dos municipios de S&o José dos Campos,
Taubaté, Pindamonhangaba e Guararema. A primeira coleta foi realizada com o
acompanhamento dos funcionarios da Divisdo de Controle Sanitario-RVOC da
SABESP de Séo José dos Campos, para familiarizagdo com as instalacdes, as

coletas posteriores foram realizadas exclusivamente pela SABESP (FIG. 13).
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b

FIGURA 13 - 12 Coleta de amostras de agua tratada (a) e bruta (b)

O procedimento de coleta seguiu o0 Guia de coletas da CETESB (1987).
Foram utilizados frascos de vidro a&mbar de 1 litro lavados e descontaminados,
durante o transporte esses frascos foram mantidos em caixas de isopor
refrigerados com gelo, procurando manter a temperatura em torno de 4°C. Assim
que chegavam ao CQMA/IPEN, essas amostras eram imediatamente

armazenadas em geladeira.
8.3 METODOLOGIA DESENVOLVIDA

A parte experimental deste trabalho consiste de varias etapas que se
inicia com a preparacdo da amostra e finaliza com a andlise no equipamento e
interpretagdo dos dados gerados. O procedimento desenvolvido e otimizado sera

apresentado nos itens a seguir.

Na FIG. 14 é apresentado um fluxograma contendo todas as etapas

realizadas.
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v

Analise no GC-MS

FIGURA 14 - Fluxograma do procedimento de preparacdao da amostra
8.3.1 Estudos para definicdo da metodologia

Para a definicdo do cartucho a ser utilizado, foram realizados testes de
extracdo com diferentes tipos de cartuchos SPE (Solid Phase Extraction) como o
OASIS®HLB Cartridge da Waters (1 mL) recheado com resina, Supelclean™
ENVI™—Carb (6 mL), com grafite e Supelclean™ ENVI™-18 (6 mL), preenchido
com octadecil. A extragdo foi testada através da percolacdo de agua de osmose
reversa, em pH 7, fortificada com uma mistura de padrdes analiticos, a um fluxo
médio de 5 mL.min. Em artigos consultados, foram seguidas recomendacées
para extracdo e meio acido. Pelos testes iniciais comprovou-se um melhor
resultado de recuperagao dos analitos quando a amostra era acidificada a pH 3

com acido cloridrico e medido com tiras indicadoras de pH. Foram, portanto,
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realizados ensaios também nas mesmas condi¢cdes com agua acidificada a pH 3

com solugdo de acido cloridrico. O procedimento de extracdo foi definido apos 14

testes, onde foram avaliados o cartucho, a etapa de condicionamento, a etapa de

eluicdo e o pH da amostra, conforme apresentado na TAB. 3.

TABELA 3 - Testes de extracéo realizados para a definicdo do procedimento final

Teste Cartucho Condicionamento Eluicédo pH
-1 mL de MeOH +
OASIS®HLB - 1 mL de 4gua Milli-Q +
1 i . -4 mL de MeOH 3
(AmL) - 1 mL de agua Milli-Q
com pH 3.
-6 mL de MeOH +
ENVI™ - 18 - 6 mL de 4gua Milli-Q +
2 j o - 5mL de MeOH 3
(6mL) - 6 mL de agua Milli-Q
com pH 3.
™ -5mL de DCM +
ENVI'™ - 18
3 -5 mL de MeOH + - 5 mL de MeOH Neutro
(6mL) , .
- 5 mL de agua Milli-Q.
™ -5mL de DCM +
ENVI'™ - 18
4 -5 mL de MeOH + -5 mL de MeOH 3
(6mL) o
- 5 mL de agua Milli-Q.
™ -5mL de DCM +
ENVI'™ - 18
5 -5 mL de MeOH + -5 mL de MeOH 3
(6mL) , -
- 5 mL de agua Milli-Q.
*%
™ -5 mL de MeOH + -5 mL de MeOH +
ENVI'™ - 18
6 6mL) - 5 mL de MeOH/4gua -5 mL de EtOAc + Neutro
m
Milli-Q (10:90). - 5 mL de EtOAc/Acetona
(50:50)
*%
™ -5 mL de MeOH +
ENVI'™ - 18 -5 mL de MeOH +
7 - 5 mL de MeOH/agua 3
(6mL) . -5 mL de EtOAc +
Milli-Q (10:90).
-5 mL de DCM/MeOH (60:40)
*%
™ -5 mL de MeOH + -5 mL de MeOH +
ENVI'™ - Carb
8 6mL) - 5 mL de MeOH/agua -5 mL de EtOAc + Neutro
m
Milli-Q (10:90). - 5 mL de EtOAc/Acetona

(50:50)
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TABELA 3 — continuacao

Teste Cartucho Condicionamento Eluicédo pH
™ -5 mL de MeOH +
ENVI'™ — Carb -5 mL de MeOH +
- 5 mL de MeOH/agua 3
(6mL) o -5 mL de EtOAc +
Milli-Q (10:90).
-5 mL de DCM/MeOH (60:40)
™ -5 mL de MeOH + -5 mL de MeOH + 3
ENVI'™ - 18 . )
10 6mL) - 5 mL de MeOH/4gua -5 mL de EtOAc + (no dia
m
Milli-Q (10:90). -5 mL de DCM/MeOH anterior)
(60:40)
™ -5 mL de MeOH + -5 mL de MeOH +
ENVI'™ - 18
11 6mL) - 5 mL de MeOH/4gua -5 mL de EtOAc + Neutro
m
Milli-Q (10:90). - 5 mL de EtOAc/Acetona
(50:50);
- 5 mL de MeOH;
4 cartuchos -5 mL de MeOH +
™ i -5 mL de DCM,;
12 ENVI' ™ - 18 - 5 mL de MeOH/agua 3
. - 5 mL de EtOAc;
(6mL) Milli-Q (10:90).
-5 mL de DCM/MeOH (60:40)
-5 mL de MeOH + 5 mL de
2 cartuchos -5 mL de MeOH +
DCM/MeOH (60:40);
13 ENVITM — 18 - 5 mL de MeOH/4gua
. - 5 mL de DCM/MeOH (60:40)
(6mL) Milli-Q (10:90).
na segunda
2 cartuchos -5 mL de MeOH + -5 mL de MeOH + 5 mL de
14 ENVITM — 18 - 5 mL de MeOH/4gua DCM/MeOH (60:40); 3

(6mL) Milli-Q (10:90)

-5 mL de DCM/MeOH (60:40)

** g eluicdo foi feita no mesmo cartucho, porém de um solvente para outro o eluato foi coletado em

vials separados

O uso do cartucho OASIS® HLB é amplamente empregado na extracéo

de estrogenos, entretanto a utilizacdo de cartuchos Cig também apresentou

resultados satisfatérios nesse estudo e em estudos encontrados na literatura

(Kuster, 2009). Portanto, apos os testes apresentados na TAB. 3, optou-se pelo

cartucho ENVI™-18, por ter menor custo, ser de facil aquisicdo e apresentar

resultados semelhantes.
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Na primeira etapa da preparagdo das amostras é feita a filtracdo a
vacuo em um sistema Sartorius, utilizando membranas de 0,45 um, para a
remocao dos solidos suspensos que podem prejudicar a extracdo por SPE, além
disso, os compostos organicos podem readsorver na parte soélida (Brito, 2009;
Otomo, 2007). Quando néo foi possivel realizar a extracdo logo apos a filtracéo,
as amostras foram armazenadas em geladeira. Antes da extracdo em fase soélida

(SPE), as amostras foram acidificadas com acido cloridrico a pH 3.

Os cartuchos de SPE foram condicionados antes da percolacéo,
utilizando metanol (MeOH) e em seguida, uma mistura de MeOH e Agua Milli-Q
na proporcdo de 10:90 v/v. No condicionamento é necessario que a solucao fique
em contato com o recheio do cartucho por 2 minutos, para que se faca a ativacao
do material adsorvente. Nesta etapa € importante ndo deixar o cartucho secar,
pois isso favorece a formacdo de caminhos preferenciais, prejudicando o

processo de extracéo.

A percolagédo da amostra foi realizada em fluxo de aproximadamente
5 mL.min™, para que as substancias de interesse da amostra pudessem ser
adsorvidas pelo material do cartucho. Ao final desta etapa, o cartucho foi
centrifugado por 30 minutos a 2500 rpm (rotacdes por minuto) para eliminacdo da

agua residual.

Para a eluicdo utilizou-se 5 mL de uma mistura de diclorometano
(DCM) e MeOH na proporcdo de 60:40 v/v. Assim como na etapa de
condicionamento, o solvente ficou, inicialmente, em contato com o material de
recheio do cartucho por 2 minutos e apds este tempo foi eluido a um fluxo de
1 mL.min, sendo recolhido em um frasco (vial) de vidro e depois transferido em
aliquotas para o baldo volumétrico de 1mL aonde foi evaporado em fluxo suave
de N,. A etapa de evaporacdo tem a finalidade de reducdo do volume
concentrando o eluato para 1 mL. Por fim, o volume foi acertado para 1 mL e foi

realizada a inje¢éo da solucgéo resultante no equipamento (GC/MS).
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8.3.2 Anélise por GC/MS

O meétodo cromatografico depende de variaveis que podem ser
modificadas de acordo com o que se deseja analisar. Inicialmente foi testado o
método cromatografico encontrado em literatura, entretanto, devido a néo
reproducdo deste método no equipamento utilizado foram testadas outras
condi¢cbes, com injecdo de padrdo dos compostos individualmente e de mistura
desses padrdes, até que fosse obtido um método cromatogréafico seletivo, em que

todos os compostos foram adequadamente separados.

No desenvolvimento do método no GC foi utilizada uma coluna DB 5
(5% phenyl e 95% dimethylpolysiloxane) de 30 m de comprimento, 0,25 mm de
didmetro interno e 0,25 um de espessura do filme da fase estacionaria. Os
parametros explorados foram: temperatura do injetor, rampa de temperatura do
forno da coluna, temperatura da interface, velocidade do gas de arraste pela
coluna, velocidade da amostra na coluna, voltagem do detector e selecéo de ions

a serem analisados pelo MS.

Os parametros definidos para o GC, com os quais foram obtidos os

resultados desejados séo listados a seguir:

e Temperatura do injetor: 265°C;

e Temperatura da interface: 270°C;

e Rampa de temperatura do forno (FIG.15):
e Fluxo na coluna: 1,6 mL.min";

e Fluxo total: 28 mL.min™;

e Pressao total: 101 kPa;

e Velocidade Linear: 48,1 cm.sec™.
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FIGURA 15 - Programacao da rampa de temperatura do GC

Os parametros definidos para o MS, com os quais foram obtidos
melhores resultados sé&o listados a seguir:

e Modo de aquisicdo dos dados: SIM;
e Tempo de corte do solvente: 3 minutos;

e Voltagem do detector: 2,5 kV;

Relagdes massa/carga selecionadas para os 7 compostos (TAB. 4);

TABELA 4 - Relacdo massa/carga dos 5 ions monitorados para cada composto

Faixa de tempo Relacdo m/z

Composto
(minutos) Chi Ch2 Ch3 Ch4 Chs
Cafeina 5,50-11,00 109 165 193 194 195
Androstano 11,00-20,00 203 245 259 260 261
Estrona 20,00-22,75 146 213 270 271 272
Estradiol 22,75-24,00 160 213 272 273 274
Etinilestradiol 24,00-25,50 213 228 296 297 298
Norgestrel 25,50-27,50 91 245 297 312 313

Progesterona 27,50-33,50 124 147 314 315 316

Para a determinacdo dos compostos propostos, foram utilizados
padrées analiticos com certificado de pureza da Aldrich Chemical Co. Foram
preparadas solucdes estoques individuais para cada composto, de acordo com o

procedimento a seguir: em uma balanca analitica pesou-se 1 mg dos padrdes
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(cafeina, androstano, estrona, estradiol, etinilestradiol, norgestrel e progesterona)
em balBes volumétricos de 10 mL devidamente calibrados, em seguida fez-se a
dissolucdo em MeOH. A solucédo padrdo mista estoque foi preparada a partir da
solucdo estoque de cada composto e, a partir desta solucéo realizaram-se as
diluicbes para preparacao das solugbes de trabalho utilizadas para a curva
analitica e para os ensaios de validagcdo com e sem matriz. Entretanto, percebeu-
se a necessidade de substituir o uso do solvente MeOH puro pela mistura de
eluicdo (DCM/MeOH - 60:40), pois a resposta no equipamento apresentou-se de
forma diferente quando diluida somente no primeiro solvente, além disso, a
extragcdo é feita com a mistura de solventes. Os solventes utilizados séo de grau

analitico cromatogréafico ou compativel.

Devido a diferenca na sensibilidade dos compostos no equipamento,
foram utilizadas diferentes concentracbes para cada um dos compostos, como
pode ser observado na TAB. 5, na qual sdo apresentadas as concentracdes de

trabalho utilizadas.

TABELA 5 - Concentrag0es das solucdes de trabalho dos compostos estudados

Estradiol
Cafeina Androstano Estrona Progesterona Etinilestradiol

Norgestrel
0,05250 0,050 0,460 0,400 0,440
o 0,10500 0,100 0,920 0,800 0,880
g 0,13125 0,125 1,150 1,000 1,100
§ 0,15750 0,150 1,380 1,200 1,320
g 017375 0,175 1,610 1,400 1,540
§ 0,21000 0,200 1,840 1,600 1,860
LS) 0,23625 0,225 2,070 1,800 2,080
0,26250 0,250 2,300 2,000 2,200

8.4 ENSAIOS PARA VALIDAGAO DA METODOLOGIA

Para a avaliacdo dos parametros de validacdo estudados neste
trabalho foram realizados ensaios com os dois tipos de matriz (Agua bruta e agua

tratada) e somente com o solvente, isto €, sem matriz. As areas dos picos obtidos
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nos cromatogramas foram utilizadas nos calculos estatisticos referentes a cada
parametro. Nestes testes foram utilizados oito niveis de concentragfes, conforme

apresentado anteriormente (TAB 5).
8.4.1 Seletividade

O parametro seletividade foi avaliado baseando-se na analise do
cromatograma gerado pela injecdo da mistura de padrdo dos 7 compostos
avaliados, pelo teste de homogeneidade das variancias (teste F-Snedecor) e teste

de significancia da diferenca das médias (teste t-Student).

A seletividade do procedimento foi verificada a partir de uma situagao
controlada em que se estabeleceram dois conjuntos de solu¢cdes com 8 niveis
crescentes de concentracdes para os analitos de interesse. No primeiro conjunto
denominado “sem matriz’ utilizou-se a mistura de solvente da eluicdo dos
compostos apols extracao para a diluicdo dos analitos. No segundo conjunto foi
utilizada a matriz das amostras a serem analisadas (dgua bruta e dgua tratada).
Foram utilizadas duas curvas, com e sem matriz, a fim de verificar a possivel

interferéncia da matriz nas medidas dos analitos.

Para extracdo das amostras dos quatro municipios avaliados, seguiu-
se 0 procedimento citado no item 8.3.1. Entretanto, a eluicdo dos 4 extratos foi
realizada no mesmo recipiente coletor, obtendo assim uma Unica amostra (de
16 mL) representativa dos quatro mnicipios amostrados. Essa amostra foi dividida
em 8 partes iguais para a adicdo de padrdao em 8 niveis de concentracdo. As
injecbes de cada concentracdo foram realizadas em setuplicata. Como citado
anteriormente, os ensaios foram realizados em matriz de agua bruta, matriz de
agua tratada e sem matriz (DCM/MeOH - 60:40).

Para os célculos estatisticos, utilizou-se como ferramenta a planilha
“Ensaio de Validagdo Quimica” desenvolvida por Furusawa (2007) com base no
documento do INMETRO DOQ-CGCRE-008 (2003, 2007, 2010) intitulado
“Orientacao sobre validacdo de métodos analiticos”. Nesses testes estatisticos, os
valores de F e t foram calculados para as oito concentra¢cbes de cada composto.

Os valores de F foram obtidos pela equacao 1 e os valores de t pela equacgao 2
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descritas no item 7.1, para avaliar o efeito da matriz sobre a precisdo do método
(para o teste F) e se a matriz afeta as medidas do ensaio (para o teste t).

Avaliou-se o comportamento das curvas obtidas para cada conjunto
(com e sem matriz), observando a relacéo entre as variancias dos dois conjuntos
de dados, a fim de verificar se os resultados de quantificacdo (precisdo) sao

diferentes ao usar cada uma das curvas.
8.4.2 Faixa de trabalho e Linearidade

Na avaliacdo do parametro Linearidade foi considerado o coeficiente de
determinacdo (r?) das curvas analiticas para cada conjunto (dgua bruta, agua
tratada e sem matriz), os valores obtidos pelo teste t para a verificacdo do desvio
da linearidade de cada ponto de concentracdo, considerando que quando o valor

de tcacuiado Ol menor que o valor de tipelado O PONtO pertence a curva.

Para verificar o comportamento linear, avaliaram-se também os
graficos de distribuicdo espacial dos residuos absolutos em funcdo da
concentracdo e em funcdo da probabilidade normalizada de cada residuo,
demonstrando possiveis valores discrepantes (outliers). Adicionalmente foram

avaliados os dados obtidos por célculos na tabela ANOVA.
8.4.3 Limite de deteccao (LD) e Limite de quantificacdo (LQ)

O limite de deteccdo foi calculado pela média das 7 replicatas da
menor concentracdo mais o valor da abscissa t (Student) para (n-1) graus de
liberdade com 100% de confianca multiplicado pelo desvio padrdao obtido para

essa concentracao, de acordo com a equacgéao 10 do item 7.3.

O limite de quantificacdo (LQ) foi obtido pela média das medidas de 7
replicatas do primeiro ponto da curva analitica mais cinco vezes o desvio padréao

obtido das mesmas, conforme equagéo 11 (item 7.3).
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8.4.4 Exatidao

Para avaliacdo da exatidao foi utilizado material de referéncia, onde os
valores obtidos foram comparados com os valores certificados através do indice

z-score, além dos resultados dos calculos de erros normalizados.
8.45 Precisao

Neste trabalho, a precisdo foi determinada pela repetitividade e
reprodutibilidade das medicBes dos analitos em concentracdes diferentes, dias
diferentes e injecfes sucessivas (7 replicatas) realizadas pelo mesmo analista,
utilizando o mesmo procedimento e mesmo equipamento. A repetitividade foi
analisada pelo calculo de desvio padrédo ou desvio padrdo de repetitividade para

cada concentragao.
8.4.6 Robustez

Para a avaliacdo da robustez do método foram selecionados 7 fatores

com influéncia sobre o método, conforme relacionados na TAB. 6.

Os valores nominais de cada fator é representado pelas letras
maiulsculas A, B, C, D, E, F e G e as respectivas variacdes estdo representadas
pelas letras minusculas a, b, c, d, e, f e g. Essas 14 variaveis foram combinadas
em 8 experimentos diferentes conforme TAB. 6 de “combinagdo ensaiada”
extraida do documento do INMETRO, conforme citado no item 7.6 desta
dissertacdo. Foram realizados estudos para as concentracfes equivalentes a um
ponto no meio da curva analitica. Os resultados considerados nos célculos foram

as médias de 3 replicatas para cada um dos oito estudos.
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TABELA 6 - Fatores selecionados para a avaliagao da robustez

Fator Nominal Variacao
Mistura extratora A 60pcm:40meoH a 40pcm:60meoH
pH das amostras B 3 b 6
Temperatura do injetor °C C 265 Cc 240
Temperatura da interface °C D 270 d 250
Fluxo total, mL.min E 28 e 35
Fluxo na coluna, mL.min* F 1,6 f 2
Voltagem do detector, kV G 2,5 g 2,2

8.4.7 Recuperacgéao

Os testes de recuperacdo foram realizados por adicdo da mistura de
padrdao nas amostras, seguindo o procedimento descrito no item 8.3.1. A
recuperacéo foi realizada em 2 concentragfes diferentes (TAB. 7), consideradas

média e alta.

TABELA 7 - Concentrag0es do ensaio de recuperacao

Concentraco pg.L™

Composto
Média Alta
Cafeina 1,31 2,62
Androstano 1,25 2,50
Estrona 11,50 23,00
Estradiol 10,00 20,00
Etinilestradiol 11,00 22,00
Norgestrel 10,00 20,00
Progesterona 10,00 20,00

O calculo de recuperacéo foi realizado segundo a equacédo 15 do item
7.7.



8.4.8 Célculo de incerteza

O parametro incerteza foi avaliado pelos calculos de desvio padréo das
fontes de incerteza identificadas e apresentadas no diagrama de Causa e Efeito
(espinha de peixe ou Ishikawa), que foram associadas a curva analitica, ilustrado
na FIG. 9 do item 7.8.1.

8.48.1 Incerteza associada a curva analitica

Para a o calculo das incertezas associadas a curva analitica, (Ucurva),
consideram-se as incertezas associadas a preparacdo da solucdo padrao,
diluicBes para preparacdo das solucdes de trabalho e as incertezas associadas as
respostas do equipamento (areas).

A incerteza da curva analitica pode ser estimada de diferentes formas
em um ponto determinado. A rede metroldgica indica que a forma mais adequada
de estimar a incerteza padrdo da curva de regressdo em determinado ponto é

considerando a correlacdo entre os coeficientes a e b da reta (RM 68, 2009).

Nesta dissertacdo, a incerteza associada a curva de calibragcdo foi
estimada utilizando uma planilha de calculos adaptada do ISO GUM Uncertainty
in Chemistry (2009).

8.4.8.1.1 Incertezas associadas a solucdo padrédo

As fontes de incerteza envolvidas no calculo da incerteza para
preparacdo da solucdo padrdao sdo a massa, pureza do padrdo e volume do
baldo, conforme diagrama da FIG. 9.

Associado a massa, temos a incerteza da balanc¢a, do peso padréo e

de repetitividade, de acordo com a equacéo 16.

Harassa Padrio — ﬂll(prepe)z + l:p-peso padrio)z + (ucah’b.bafa::;a)z (16)



Em relagdo ao volume do baldo volumétrico, sdo consideradas as
incertezas associadas a informacdo do fabricante, repeticbes, variacdo de

temperatura e coeficiente de dilatacdo do vidro, de acordo com a equacao 17.

Hyolbalie = ﬂll(p-repe)z + (U-fabr:’cm:te)z + (“.ﬁ.t)z + (Hcogf.d:'.!'atau;io)z (17)

Para a incerteza combinada da preparacao da solugéo padrao temos a

equacéao 18.

Hradrie = "q"ll(“;‘bfassa Padriojz + (“L’of.bafiojz + (U-Pm'eza Padriojz (18)

8.4.8.1.2 Incertezas associadas a preparacao das solucdes de trabalho

Para a o calculo das incertezas associadas a diluicdo para preparacao
das solucbes de trabalho, as fontes de incerteza envolvidas sdo o volume da
pipeta e o volume dos baldes. Em ambos é necessario considerar informacéo do
fabricante, repeticbes, variacdo de temperatura e coeficiente de dilatacéo,

conforme equacgao 17.

Para a incerteza combinada da preparacéo das solucfes de trabalho é
necessario considerar as incertezas de cada uma das diluicbes, como mostra na

equacao 19.

-

M)Z(M(IQGJ)Z(M)L (19)

7 Vio C.

I
|
ucsajlrrﬂb = CSGE.&T‘G.&'. |
\l sol.estog. sol.estog.
onde:
Csol trab = cOncentragao da solugdo mista de trabalho;
MVsolestog = INcerteza do volume pipetado da solugdo estoque individual
para preparagéo da solugdo mista de trabalho;
Vsolestog = VOlume pipetado da solucdo estoque individual para preparacao
q

da solugcao mista de trabalho;
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MV1o = incerteza do volume final da solugdo mista de trabalho;
V10 = volume final da solu¢do mista de trabalho;
MCsol.estoque = iNCerteza da solugéo estoque de cada composto;

Csol.estoque = concentracdo da solucao estoque de cada composto.

Sendo que, as concentracdes das solucdes de trabalho foram obtidas
pela equacao 20.

v

gstogue
. o THEE

Vio (20)

CS‘G.!'.trab. = CS‘G.!' estogue

8.4.8.1.3 Incertezas associadas a resposta do equipamento (area)

No calculo da incerteza da area (resposta) dos cromatogramas, Harea,
foi considerada a combinagdo das incertezas da repetitividade e as incertezas
associadas ao equipamento. O calculo foi realizado considerando-se 95% e uma
distribuicdo retangular. Neste célculo, subentende-se que estdo considerados o0s
erros do analista e do equipamento. A incerteza para a repetitividade de injecdo

no GC/MS é calculada de acordo com a equacao 21.

S

- (21)
V1

u (Aobt:'daj =

onde:

(0]
I

desvio padréao das medicoes;

numero de injecdes realizadas.

Para a incerteza relacionada ao equipamento foi considerada a
resolucdo do equipamento na base dos picos, visto que o erro € maior do que a

meia altura. O valor da incerteza foi obtido pela divisdo da resolugéo por raiz de 3.
8.4.8.2 Incerteza associada a recuperacao

A incerteza associada a recuperacao, Hr), para os estudos de acordo

com o procedimento estabelecido é calculada de acordo com a equagéo 22.
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.IU(CREG.!-)) 4 (#(Cﬂbt:'da ))

(22)
Cﬂbt:'da

CR»;G.!'

f
u(R) = R f(
\I

onde:

R = valor de recuperacao;

1(Creal) = incerteza da solugéo padréao adicionada;
Creal = CONcentracao real adicionada;

LW(Cobiiga) = Incerteza da concentracao obtida;

Contida = CONcentracao obtida.

A incerteza da concentragdo obtida, Hcobida) € cCalculada pela

equacao.23.

8.4.8.3

H(Cﬂbt:'da) = T:I"EC (23)

onde:

Srec = desvio padrdo dos ensaios de recuperacao;

n = numero de ensaios de recuperagao.
Incerteza associada ao volume final

Associado ao volume final da amostra, pwvr), consideram-se as

incertezas referentes ao baldo volumétrico de 1 mL, isto é, as incertezas

associadas a informacdo do fabricante, repeti¢cdes, variacdo de temperatura de

acordo com a equacao 24.

Hyolume = ﬂll(“repe)z + (“_fabr:’ca::te)z + (p-.i'.t)z + (“coe_f.d:’fatal;io)z (24)



8.4.8.4 Incerteza combinada e expandida

A incerteza combinada de todas as fontes envolvidas é calculada pela

equacéao 25.

|I 2 . .
HC(qmrmémogj = w'(“l’_f:’::af) + (“R)L + (“cm'va )L (25)

onde:

Hv final = INCerteza associada ao volume da amostra,;
LR = incerteza associada a recuperacao;

Hcurva = iNCerteza associada a curva analitica.

A incerteza expandida do método, Hgchormenios): Calculada pela equagéo

26.
ME'iC.'wr'mc'n:os:' = K- “C':Cf:' (26)
onde:
Hc(cr = incerteza combinada;
k = fator de abrangéncia;
8.5 DETERMINACAO DE CARBONO ORGANICO TOTAL

Com o objetivo de avaliar a interferéncia das matrizes nas
determinacdes dos compostos propostos, foram realizadas nas amostras da

segunda, terceira e quarta coletas a analise do teor de carbono organico.

A determinagdo dos compostos organicos foi realizada por método
instrumental que envolve a reacdo de oxidacdo do carbono, sendo capaz de
determinar carbono em baixas concentracdes. O carbono presente € oxidado
(Camara ou forno de Combustdo com catalisador a 680°C ou 720°C) a diéxido de

carbono, CO,, que é entdo, medido espectrofotometricamente na regido de
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absorcdo do infra-vermelho (non-dispersive infrared, NDIR), com grande
sensibilidade e precisdo nas medicdes. O limite de determinagcdo desta técnica

esta na ordem de centenas de ng.mL™.
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9 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos nos testes
estatisticos aplicados na avaliacdo dos parametros envolvidos na validacdo da
metodologia no que se refere a seletividade, linearidade, limite de deteccao e
quantificacdo, exatiddo, precisdo, robustez, recuperacédo e calculo de incerteza.
Os resultados obtidos através da quantificagcdo das amostras coletadas na area
de estudo, utilizando a metodologia desenvolvida e validada, também estdo
apresentados neste capitulo, além dos resultados das andlises de teor de carbono

organico.
9.1 SELETIVIDADE

A seletividade da metodologia foi avaliada realizando-se a corrida
cromatografica no método desenvolvido para padrées em solventes apenas, a fim
de avaliar a separacdo dos compostos presentes nas solugdes com e sem matriz.
Na FIG. 16 é apresentado como exemplo, o cromatograma da mistura padréo de
cafeina e dos hormdnios estudados, referente a concentracdo de
aproximadamente 2 pg.mL™, onde pode ser observada a excelente separacdo
dos compostos estudados, além da separacdo desses compostos dos demais

presentes como impurezas.

Tic (x10,000,000) Max Intensity : 21,421 356
{TIC Time 15828 Scan# 1241 Inten 14934 607  Oven Temp228.2

4 Androstano
2.04

Progesterona

Etinilestradiol

Estrona Norgestrel

1.0

0.5+

1 Cafew’nal
0.0- T gg!""v'wl' T = ! =T T T

T 1] .
75 100 125 150 175 200 25 250 275 300 TR(min)

FIGURA 16 - Cromatograma de padrédo misto de horménios obtido em modo
SCAN
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Os resultados obtidos nos ensaios com matriz de agua tratada, foram
utilizados nos calculos do teste F, considerando n=7 e 95% de confianca,
conforme mencionado no item 8.4.1. e estdo apresentados na TAB. 8. Nessa
mesma tabela, também estdo apresentados os resultados obtidos nos calculos do
teste t (Student).

TABELA 8 - Dados para o teste de seletividade (teste F, n=7) dos compostos
estudados. Adicdo de padrdo na matriz de agua tratada (AT) e sem matriz.
Tabela com os resultados dos valores calculados. Considerando
tiabelado = 2,179 € Frapelado = 4,28

Cafeina
Concentracao S
(ug.mL™) Matriz - AT Sem Matriz Feal lesle
0,052 52875561 19098269 2,77 2,87
0,105 218939021 70325966 3,11 8,35
0,131 281269631 160131553 1,76 12,48
0,157 340972447 300782300 1,13 12,06
0,174 1122491669 53174588 21,11 8,76
0,210 1347956285 118503282 11,37 9,06
0,236 1602362288 302072463 5,30 8,07
0,262 7629865310 85455523 89,28 4,35
Androstano
Concentragao S
(ug.mL™) Matriz - AT SEM Matriz Feal feale
0,050 103838831 8786999 11,82 5,87
0,100 75243676 103105783 0,73 17,04
0,125 22995134 211405636 0,11 16,27
0,150 1092473574 496703418 16,19 7,79
0,175 1219312049 67468619 2,45 4,85
0,200 367008549 1608398699 0,23 4,97
0,225 437622948 185363015 2,36 15,18
0,250 3901682299 49036324 79,57 3,16




TABELA 8 — continuacao

Estrona
Concentracao
(Mg.mL™) Matriz - AT Sem Matriz Feal loalc
0,460 178170571 45345766 3,93 0,30
0,920 203018932 71769861 2,83 8,34
1,150 88415802 56979846 1,55 19,30
1,380 781107551 126290602 6,19 10,88
1,610 675415668 12081534 55,90 17,02
1,840 755648969 228249472 3,31 14,00
2,070 3650197224 412062805 8,86 9,01
2,300 13795792814 75814798 181,97 7,09
Estradiol
Concentracao
(ug.mL™) Matriz - AT Sem Matriz Feal lesle
0,400 36058443 14262802 2,53 2,66
0,800 25143259 9772129 2,57 3,31
1,000 55232913 38499027 1,43 5,97
1,200 9849276 19252146 0,51 13,34
1,400 92705681 5905403 15,70 14,82
1,600 354536692 186482587 1,90 5,67
1,800 758991966 112694391 6,73 5,58
2,000 2491846603 10739169 232,03 3,90
Etinilestradiol
Concentragcao
(hg.mL ™) Matriz - AT Sem Matriz Feal lealc
0,440 18469984 11786939 1,57 1,81
0,880 26135055 5346706 4,89 4,87
1,100 50638726 21313997 2,38 6,78
1,320 24870156 3263276 7,62 13,57
1,540 116271419 6019061 19,32 9,56
1,860 82678235 65795118 1,26 9,41
2,080 537675770 31705003 16,96 4,80
2,200 1599399451 25015842 63,94 6,26
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TABELA 8 — continuacao

Norgestrel
Concentracéo s°
(Mg.mL™) Matriz - AT Sem Matriz Feal loalc
0,400 14054286 23887083 0,59 1,16
0,800 12948871 16498321 0,78 2,59
1,000 40600342 2799709 14,50 2,29
1,200 37842082 16984523 2,23 6,78
1,400 75454236 20886465 3,61 6,39
1,600 28579368 10577244 2,70 11,34
1,800 464871023 116023474 4,01 2,61
2,000 611112310 28466191 21,47 3,99
Progesterona
Concentracéo s°
(ug.mL™) Matriz - AT Sem Matriz Foal lesle
0,400 276073555 28861271 9,57 1,43
0,800 169491853 77347014 2,19 14,87
1,000 144842524 156172192 0,93 23,38
1,200 1433431749 97928080 14,64 15,83
1,400 3657792792 46331392 78,95 13,83
1,600 1812232253 305028608 5,94 19,27
1,800 11317621058 654998127 17,28 8,57
2,000 37138552940 162969010 227,89 6,23

Os valores de Fcaculado foram comparados com o valor Fiapelado= 4,28
(6 graus de liberdade e 95% de confianca), foi observado que para alguns dos
compostos estudados esse valor calculado foi superior ao tabelado, significando
que estatisticamente a matriz interfere na precisdo das medidas para esses
compostos. Do mesmo modo, os resultados do teste t (Student) foram
comparados ao valor de tipelado= 2,179 (12 graus de liberdade e 95% de
confianca), e foi observado que para praticamente todos os compostos os valores
de tecaculado SA0 superiores ao tabelado, significando que as matrizes utilizadas
afetam o0s ensaios para praticamente todas as concentragcbes avaliadas. Essa
avaliacdo evidencia que resultados obtidos contra uma curva analitica preparada
se matriz, somente com o0s solventes, serdo diferentes se obtidos contra uma
curva preparada com uma matriz igual ou semelhante a amostra. Na metodologia

desenvolvida, como a matriz ndo é certificada (padréo), as determinagfes foram
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realizadas a partir da adicdo de padr6es a uma amostra de referéncia de acordo
com o procedimento INMETRO (2007).

Na TAB. 9, podem ser observados os valores obtidos nos testes F e t
considerando as mesmas condi¢cdes do ensaio de matriz de agua tratada, porém

agora com os resultados obtidos no ensaio com matriz de agua bruta.

TABELA 9 - Dados para o teste de seletividade (teste F, n=7) dos hormdnios
estudados. Adicdo de padrdo na matriz de agua bruta (AB) e sem matriz.
Tabela com os resultados dos valores calculados. Considerando
ttabelado = 2,179 € Frabelado = 4,28

Cafeina
Concentragéo s°

(ug.mL™) Matriz - AB Sem Matriz Feal fealo
0,052 16914265364 19098269 885,64 7,20
0,105 4204906877 70325966 59,79 21,22
0,131 8515388503 160131553 53,18 14,64
0,157 11102870894 300782300 36,91 16,58
0,174 29109953097 53174588 547,44 8,29
0,210 6841223171 118503282 57,73 24,34
0,236 20511051303 302072463 67,90 14,60
0,262 9730130092 85455523 113,86 20,62

Androstano
Concentragéo s*

(ug.mL™) Matriz - AB Sem Matriz Feal feale
0,050 50732859 8786999 5,77 2,06
0,100 53392769 103105783 0,52 0,34
0,125 47595950 211405636 0,23 3,78
0,150 259789608 496703418 0,52 0,09
0,175 77034042 67468619 1,14 4,22
0,200 98261866 1608398699 0,06 0,56
0,225 416120802 185363015 2,24 0,10
0,250 216048497 49036324 441 0,89
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TABELA 9 — continuacao

Estrona
Concentragéo s*

(ng.mL™) Matriz - AB Sem Matriz Feal lealo
0,460 961906562 45345766 21,21 36,55
0,920 1010376046 71769861 14,08 79,83
1,150 2839741602 56979846 49,84 51,15
1,380 27920709783 126290602 221,08 23,04
1,610 60627949889 12081534 5018,23 18,16
1,840 19077972955 228249472 83,58 38,08
2,070 19426554594 412062805 47,14 39,09
2,300 45480690329 75814798 599,89 26,64

Estradiol
Concentragéo s*

(ug.mL-1) Matriz - AB Sem Matriz Feal fealo
0,400 332401032 14262802 23,31 21,72
0,800 2197154866 9772129 224,84 21,95
1,000 5662564500 38499027 147,08 16,53
1,200 2890114663 19252146 150,12 25,57
1,400 12402569306 5905403 2100,21 12,92
1,600 3564649329 186482587 19,12 34,57
1,800 1474534113 112694391 13,08 56,35
2,000 8900340616 10739169 828,77 25,15

Etinilestradiol
Concentragéo s°

(ug.mL™) Matriz - AB Sem Matriz Feale feale
0,440 133144939 11786939 11,30 22,50
0,880 108351759 5346706 20,27 80,54
1,100 6442608653 21313997 302,27 14,85
1,320 9524853656 3263276 2918,80 19,60
1,540 12692705029 6019061 2108,75 17,37
1,860 1509137996 65795118 22,94 61,28
2,080 24424720617 31705003 770,37 18,53
2,200 3165048920 25015842 126,52 55,01
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TABELA 9 — continuacao

Norgestrel
Concentragéo s*

(ug.mL™) Matriz - AB Sem Matriz Feal lealo
0,400 121687739 23887083 5,09 12,66
0,800 109059206 16498321 6,61 43,10
1,000 1275625171 2799709 455,63 21,53
1,200 5938345793 16984523 349,63 13,82
1,400 4496020144 20886465 215,26 17,23
1,600 716403881 10577244 67,73 53,79
1,800 16018995020 116023474 138,07 16,25
2,000 9799689531 28466191 344,26 21,83

Progesterona
Concentragéo s*

(ug.mL™) Matriz - AB Sem Matriz Feal fealo
0,400 1115163665 28861271 38,64 13,52
0,800 276516632 77347014 3,58 91,20
1,000 5546522680 156172192 35,52 32,71
1,200 35370541426 97928080 361,19 16,41
1,400 25200045417 46331392 543,91 21,66
1,600 2184930031 305028608 7,16 84,94
1,800 51916005472 654998127 79,26 22,86
2,000 50901051759 162969010 312,34 24,59

Fazendo a mesma avaliacdo, foram comparados os valores calculados
com os valores de F e t tabelados, para todos 0os compostos os célculos de F e t
resultaram em valores superiores ao F e t tabelados, em todos os niveis de
concentracéo. Exceto para o composto androstano, que apresentou valores de F
e t inferiores para a maioria das concentracbes, significando que o
comportamento desse composto em matriz de 4gua bruta é semelhante quando o

mesmo esta presente somente em solvente (sem matriz).

Essa diferenca de comportamento dos compostos em diferentes
matrizes pode ser mais facilmente interpretada pelos graficos de area pela
concentracdo (FIG. 17), onde pode-se observar as diferentes inclinacdes das

retas.
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Comprovando estatisticamente o comportamento das retas, na TAB. 10
e 11 sao apresentados os resultados obtidos no teste de inclinacdo e paralelismo

e no teste de intercepto.

TABELA 10 - Valores obtidos no ensaio com matriz de Agua Tratada, para o
Teste t Student para a verificacdo da inclinacdo e paralelismo e do
intercepto na analise de seletividade. O valor 2,179 é o valor critico para 8
(n-1) graus de liberdade considerando os dois conjuntos (com e sem

matriz) de dados com 95% de confianca

tealculado = 2,179

Composto
Teste Inclinagéo/Paralelismo Teste do Intercepto

Cafeina 40,1 1,0
Androstano 16,0 13,7
Estrona 29,8 10,8
Estradiol 15,5 6,5
Etinilestradiol 13,9 5,7
Norgestrel 8,5 3,5

Progesterona 40,4 11,8




TABELA 11 - Valores obtidos no ensaio com matriz de Agua Bruta, para o Teste
t-Student para a verificacdo da inclinagcéo e paralelismo e do intercepto na
analise de seletividade. O valor 2,179 é o valor critico para 8 (n-1) graus de
liberdade considerando os dois conjuntos (com e sem matriz) de dados
com 95% de confianga

tcalculado = 2,179

Composto
Teste Inclinag&o/Paralelismo Teste do Intercepto

Cafeina 102,5 72,3
Androstano 1,6 3,4
Estrona 86,0 2,0
Estradiol 58,9 1,9
Etinilestradiol 68,0 13,1
Norgestrel 60,4 17,1
Progesterona 95,1 18,3

Os valores de tcaicuado foram comparados com os valores de tipelado
conforme equacdo 4 e 5 do item 7.1. Para quase todos os compostos e
concentracbes esses valores calculados foram superiores ao tabelado, o que
significa que as inclinacdes e o intercepto das retas obtidas para as diferentes
matrizes sdo estatisticamente diferentes. Com excecdo do composto androstano
em agua bruta que mostrou ter inclinacdo igual a da reta sem matriz, como pode

ser observado na FIG. 17.

9.2 LINEARIDADE

Para avaliagcdo do parametro linearidade, levou-se em consideracdo o
coeficiente de determinacdo obtido pela regresséo linear de cada composto em
cada um dos ensaios, além da analise de residuos atraves do teste t (Student) e

dos graficos de residuos e probabilidade normalizada.

Nas FIG. 18 a 20, podem ser observadas as curvas de calibragcéo
obtidas para cada composto estudado nos 3 ensaios, assim como 0s respectivos

coeficientes de determinagéo.
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FIGURA 18 - Representacao gréafica da Faixa de trabalho e linearidade para os 7

compostos de estudo em matriz de agua tratada
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FIGURA 19 - Representacéo grafica da Faixa de trabalho e linearidade para os 7
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FIGURA 20 - Representacéo grafica da Faixa de trabalho e linearidade para os 7
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As representacdes gréficas das FIG. 18 a 20 apresentam a correlacéo
do sinal medido (4rea dos compostos obtida nos cromatogramas) pela
concentracdo do analito. Essa correlacdo € expressa pelo coeficiente de
determinacao de cada curva analitica que se apresentou maior que 0,90, ou seja,

a curva analitica pode ser utilizada na quantificacdo de amostras.

Nas TAB. 12 a 14 estdo apresentados os valores de tcaculado Obtidos
nos calculos estatisticos da analise de residuos para os 7 compostos nas 8
concentracbes em matriz de dgua tratada, matriz de 4gua bruta e no ensaio sem

matriz.

TABELA 12 - Valores obtidos no Teste t-Student para a verificacdo do desvio da
linearidade de cada ponto da curva de cada composto em matriz de dgua
tratada. O valor 2,365 € o valor critico para 8 (n-1) graus de liberdade com

95% de confianca

wg.mL* 0,053 0,105 0,131 0,158 0,174 0,210 0,236 0,263

Cafeina
tcac 3,628 0,803 3,003 1,363 4,670 0,363 1,688 2,554
pug.mL* 0,050 0,100 0,125 0,150 0,175 0,200 0,225 0,250
Androstano
tcac 2,672 2,062 2,038 2,636 4,336 0,943 3,164 1,949
pug.mL® 0460 0,920 1,150 1,380 1,610 1,840 2,070 2,300
Estrona
tcac 1,907 0,270 0,385 1,109 0,327 3,499 2,528 5,672
pug.mL® 0,400 0,800 1,000 1,200 1,400 1,600 1,800 2,000
Estradiol

teac 2,159 1,154 0,199 3,514 3,644 3,804 0,611 3,082

ng.mL™* 0440 0,880 1,100 1,320 1,540 1,860 2,080 2,200

Etinilestradiol
tcac 1,026 0,108 0,078 0,638 0,363 2,284 3,813 5,885

ng.mL™* 0400 0,800 1,000 1,200 1,400 1,600 1,800 2,000

Norgestrel
tcac 1,109 0,114 1,858 1,148 1,476 1,514 4,892 4,645

pug.mL* 0,400 0,800 1,000 1,200 1,400 1,600 1,800 2,000

Progesterona
teac 1,551 2,171 2,044 0,431 4,210 0,581 4,684 2,125
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TABELA 13 - Valores obtidos no Teste t-Student para a verificacdo do desvio da
linearidade de cada ponto da curva de cada composto em matriz de agua
bruta. O valor 2,365 € o valor critico para 8 (n-1) graus de liberdade com

95% de confianca

ug.mL™ 0,053 0,105 0,131 0,158 0,174 0,210 0,236 0,263

Cafeina
tcac 1,206 2,221 1,724 3,105 4,403 2,836 1,734 2,563
pug.mL* 0,050 0,100 0,125 0,150 0,175 0,200 0,225 0,250
Androstano
tcac 1,264 1,829 2536 0,871 5,453 2,767 1,055 2,315
ug.mL® 0460 0,920 1,150 1,380 1,610 1,840 2,070 2,300
Estrona
tcac 1,374 1,504 3,519 1,543 1,623 4,225 0,072 4,074
pug.mL® 0,400 0,800 1,000 1,200 1,400 1,600 1,800 2,000
Estradiol

teac 0,741 2,067 1,291 1,245 5,597 3,744 1,358 0,876

wg.mL* 0440 0,880 1,100 1,320 1,540 1,860 2,080 2,200

Etinilestradiol
tcac 0,984 1,917 2,531 6,016 1,405 2,396 0,265 0,985

pwg.mL* 0,400 0,800 1,000 1,200 1,400 1,600 1,800 2,000

Norgestrel
tcac 2,913 1,222 0,567 0,077 3,680 3,161 4,536 1,259

pwg.mL* 0,400 0,800 1,000 1,200 1,400 1,600 1,800 2,000

Progesterona
tcac 0,410 0,080 1,510 0,674 4,967 1,573 5,000 0,973

Nos resultados para o teste t (Student) apresentados nas TAB. 12 a 14,
pode-se observar que alguns valores de tcaculado S€ @apresentaram acima do valor
de tupelado, Significando que esses valores ndo pertencem a reta de regressao da
curva analitica. Entretanto, pela experiéncia na técnica e pelo valor de coeficiente
de determinacéo obtido, que foi satisfatorio, pode-se considerar esses pontos na

quantificacdo das amostras estudadas.
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TABELA 14 - Valores obtidos no Teste t-Student para a verificacdo do desvio da

linearidade de cada ponto da curva de cada composto no ensaio sem

matriz. O valor 2,365 é o valor critico para 8 (n-1) graus de liberdade com

95% de confianca

pg.mL™ 0,053 0,105 0,131 0,158 0,174 0,210 0,236 0,263
Cafeina

tcac 0,124 1,126 1,148 3,737 4,751 1,679 0,237 0,124

pug.mL* 0,050 0,100 0,125 0,150 0,175 0,200 0,225 0,250
Androstano

tcac 1,613 0,766 0,347 0,388 5,76 1,172 2,749 1,613

ug.mL® 0460 0,920 1,150 1,380 1,610 1,840 2,070 2,300
Estrona

tcac 0,37 2,898 0,13 3,075 4,168 2,484 1,169 0,37

pug.mL® 0,400 0,800 1,000 1,200 1,400 1,600 1,800 2,000
Estradiol

tcac 1,225 1,971 0,423 0,474 5,78 2,422 0,338 1,225

ug.mL® 0440 0,880 1,100 1,320 1,540 1,860 2,080 2,200
Etinilestradiol

tecac 2,288 2,221 1,418 1,129 4,199 4,135 1,893 2,288

pug.mL* 0,400 0,800 1,000 1,200 1,400 1,600 1,800 2,000
Norgestrel

tcac 0,436 0,574 3,534 2,498 1,694 4,761 0,003 0,436

pug.mL* 0,400 0,800 1,000 1,200 1,400 1,600 1,800 2,000
Progesterona

tcac 1,156 3,138 0,759 3,81 3,875 1,384 0,178 1,156

A andlise dos residuos foi avaliada através dos gréaficos apresentados

nas FIG. 21 a 26, que expde a distribuicdo espacial dos residuos absolutos pela

concentracéo e pela probabilidade normalizada

106



Cafeina (AT)

Cafeina (AT)

Variavel Normal Padronizada

-130000

130000 1 200000
8 ¢ 2
% 60000 L 2 5 100000 *
1%} 2 * L 2
IR § S
S S $
3B s olo 01 2 e
%]
e oe® -80000 - & -100000 1 i
*
’ 1500006
Variavel Normal Padronizada -200000 ~ i
Concentragdo (ug.mL1)
Androstano (AT) 200000 Androstano (AT)
3
E 40000 1 g o 100000 -
3 20000 2 § 7Y i
] @ 4
< T T 2 0 ‘ . r‘r‘;
(%]
S- 2 . 2 E oo § o1 y
T 7 * *
§ . .¢40000 B &-100000 b .
60000
Variavel Normal Padronizada -200000 ~ N
Concentracéo, (ug.mL1)
Estrona (AT) Estrona (AT)
300000
70000 -+
E . ;
= ¢ =
L = |
3 20000 4 2 100000 R
<< e ‘
) < *‘—&—‘—W
o
= K =]
2 4 30000 7) 2 %_100000 0jo 0,5 1,0 1,5 2,3 325
[od 4]
@
860000 -300000
Variavel Normal Padronizada Concentrac&o (ug.mL-)
Estradiol (AT) Estradiol (AT)
ISt 110000
60000 *
[%]
2 40000 +® g
2 3 30000 | o3
Q
< 2 $ s ‘ : ‘ ‘ -
8 S »
S-4 2 3 0|0 0,5 1,0 15 @
2 3 -50000 1 .
< 2
e & 60000 -

Concentragdo (ug.mL1)

FIGURA 21 - Graficos de residuo absoluto e normalizado para 0os compostos

cafeina, androstano, estrona e estradiol em matriz de agua tratada
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FIGURA 23 - Graficos de residuo absoluto e normalizado para os compostos

etinilestradiol, norgestrel e progesterona em matriz de agua tratada
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FIGURA 23 - Graficos de residuo absoluto e normalizado para os compostos

cafeina, androstano, estrona e estradiol estudados em matriz de 4gua bruta
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etinilestradiol, norgestrel e progesterona em matriz de agua bruta

110



Cafeina - Sem Matriz

Cafeina - Sem matriz

Variavel Normal Padronizada

60000
40000
o * o
= 25000 + ¢ J 5 30000 - L 2
3 © *
a 10000 ~ 8 L 4 ! *
S < o $ $ g
S S M
3.4 ; 2 3 0lo 01¢ * oo 4
® #0000 - o . ¢
4 R @ -30000 - $
L 2 -35000 -
506060 -60000
Variavel Normal Padronizada Concentragao (ug.mL1)
Androstano - Sem Matriz Androstano Sem matriz
3 70000 - PN
= 2 60000 - *
Ie) =
[%2] o
: o 3t,, o
§ S 10000 ‘0
g 3 olo 01* & i P
@ & -40000 -
i ; -90000
Variavel Normal Padronizada Concentracdo (ug.mL-1)
_ Estrona - Sem matriz
Estrona - sem matriz 60000
70000 -+
= £ 30000 | s *
S ¢ ® IS 3 * L
3 20000 - 3 L 4 2 L
< < 0 *
g * S s ¢ )‘ "R
3, ! 2 3 oo 05 1,0 , 2, 2
Q -30000 3
12 & -30000
80666 -60000
Variavel Normal Padronizada Concentragdo (ug.mL1)
Estradiol - Sem Matriz Estradiol - Sem matriz
560000 40000
30000 - ¢
g . £ 20000 -
3 5d 3 3
2 10000 - é * T
<
S ‘ s o & 03 $
2- . 0 1 2 &= oo 05 10e &3 ®20
Q Q L
@ -30000 - & -20000 1
56666 -40000

Concentragdo (pug.mL-1)

FIGURA 25 - Graficos de residuo absoluto e normalizado para os compostos

cafeina, androstano, estrona e estradiol no ensaio sem matriz
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FIGURA 26 - Graficos de residuo absoluto e normalizado para os compostos

flutuagbes entre as
concentragbes mais altas. Porém, ao analisar-se o grafico de residuos versus a
probabilidade normal, observamos que a distribuicdo geral dos pontos se
assemelha a uma reta sem grandes tendéncias que depreciem o comportamento

linear. Além disso, os pontos estdo dentro da faixa -2 a +2, o que significa que

replicatas de cada concentragao,

etinilestradiol, norgestrel e progesterona no ensaio sem matriz

Observando esses gréficos, FIG. 21 a 26, verifica-se que existem

estdo dentro de + 2s (dois desvios padrao, ou seja, com 95% de confianca).

principalmente as
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A avaliagéo da linearidade e exatidao, também foi realizada através da
andlise de variancia (tabela ANOVA) que gerou os resultados apresentados na
TAB. 15 e 16. O teste F de regresséao avalia se 0 modelo de regressao adotado é
significativo, ou seja, se o0 modelo linear se ajusta ao conjunto de dados obtidos,
considerando 95% de confianca. Enquanto que o teste F de ajuste verifica o
quanto esse modelo se ajusta ao conjunto de dados obtidos, também com 95%
de confianca. Por ultimo, foi realizada a avaliacdo da porcentagem de variacao
explicada da porcentagem maxima de variacdo explicavel, ou seja, o quanto de
variacdo poOde ser explicada dentro da porcentagem explicavel pelo ajuste

aplicado ao método.

TABELA 15 - Resumo dos resultados da andlise de variancia (ANOVA) para os

compostos estudados na matriz de agua tratada

Fealculado % de % maxima de

Composto Regressé&o Ajuste variacao variacao

Foisesmtab =381  Fssoswiab=360 €XPlicada explicavel
Cafeina 181,8 11,2 97 100
Androstano 66,1 42,6 91 100
Estrona 136,7 22,2 95 100
Estradiol 415,4 22,2 98 100
Etinilestradiol 36,2 92,7 85 100
Norgestrel 223,7 7,1 97 99
Progesterona 325,2 7,0 98 100

Pela avaliagdo da ANOVA empregada no ensaio com matriz de agua
tratada, pode ser observado que os valores calculados no teste de Regressao
foram superiores ao Fiapelado, pPara todos os compostos em todas as
concentracdes, esse resultado demonstra que o modelo de regressédo adotado é
significativo, ou seja, a equacao € adequada para os pares de pontos e que as
variagcdes foram explicadas satisfatoriamente pelos modelos lineares adotados,
representados pelas equacdes das retas de cada composto. O resultado do teste
de ajuste revela que houve falta de ajuste (Fcaculado > Ftabelado), O que indica uma

dispersdo dos pontos ou que apesar de a equacao ser adequada, existem pontos
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fora. Porém, as porcentagens maximas explicadas estdo proximas das
porcentagens maximas explicaveis para todos os compostos e a avaliagdo da
porcentagem de variagcdo explicada da porcentagem maxima de variacdo
explicavel apresentou todos os valores acima de 90%, ou seja, as variacOes
foram explicadas satisfatoriamente pelos modelos lineares adotados e que o
mesmo se ajusta aos dados. Além disso, nos estudos ANOVA, foi avaliado o erro
puro para todos 0os compostos, que esta associado aos erros aleatorios, e estes
representam uma fracdo muito pequena em relacdo a soma quadratica total, ou
seja, as caracteristicas dos dados avaliados permitem que se possa explicar uma
porcentagem muito grande (proximo de 100%) do comportamento inerente aos

dados.

TABELA 16 - Resumo dos resultados da analise de variancia (ANOVA) para os
compostos estudados na matriz de agua bruta

Fcalculado % de % maxima de

Composto Regressio Ajuste variacao variagcao

F213050tap. =381 Fsgoswtan=-360 €Xplicada explicavel
Cafeina 75,2 6,4 92 98
Androstano 116,1 82,0 95 100
Estrona 2254 24,2 97 100
Estradiol 116,5 4.6 95 99
Etinilestradiol 376,0 8,7 98 100
Norgestrel 184,1 15,7 97 100
Progesterona 624,0 2,6 99 100

No ensaio com matriz de agua bruta, observamos resultados
semelhantes para o teste de regressdo. Ja no teste de ajuste, pode ser observado
que alguns compostos apresentaram valores de F calculado proximos ao valor
tabelado e somente a progesterona apresentou valor abaixo ao tabelado,
significando que nessa matriz a falta de ajuste foi menor em comparagao a matriz
de &gua tratada. Na avaliagdo das porcentagens de variacdo, para todos os
compostos as variagdes foram explicadas satisfatoriamente, assim como no
ensaio com matriz de agua tratada. Na FIG. 27, observam-se os graficos de faixa

de trabalho para os compostos estudados. Dentro desta faixa, os resultados séao
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estatisticamente aceitaveis, porém, quanto maior a concentracdo, menor € a
confianga nos resultados. Pelos resultados de validacdo, observa-se que tanto
para as concentracdes mais baixas quanto para as mais altas, perde-se na

confianca dos resultados.
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FIGURA 27 - Graficos de Faixa de Intervalo de confianca da faixa de trabalho

para os 7 compostos estudados no ensaio sem matriz
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9.3

quantificacdo diferente, pois cada composto apresenta uma sensibilidade distinta
no equipamento. Os LQ e LD obtidos para as diferentes matrizes estado
apresentados nas TAB. 17 a 19.

LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

Para cada composto foi obtido um limite de deteccdo e um limite de

TABELA 17 - Limites de quantificacdo e deteccdo do método de

cada composto em matriz de dgua tratada

Limite do método

Composto =) )

LQ (ug.L ) LD (ug.L )
Cafeina 0,074 0,013
Androstano 0,068 0,019
Estrona 0,864 0,193
Estradiol 0,876 0,216
Etinilestradiol 0,865 0,219
Norgestrel 0,845 0,212
Progesterona 0,696 0,124

TABELA 18 - Limites de quantificacdo e detec¢cdo do método de

cada composto em matriz de agua bruta

Composto

Limite do método

LQ (ug-L_l) LD (ug-L_l)
Cafeina 0,258 0,105
Androstano 0,082 0,015
Estrona 0,561 0,072
Estradiol 0,552 0,089
Etinilestradiol 0,567 0,047
Norgestrel 0,556 0,061
Progesterona 0,525 0,065
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TABELA 19 - Limites de quantificacdo e deteccdo do método de

cada composto no ensaio sem matriz

Limite do método

Composto

LQ (ug.L) LD (ug.L )
Cafeina 0,087 0,017
Androstano 0,066 0,006
Estrona 1,400 0,471
Estradiol 1,436 0,511
Etinilestradiol 1,596 0,576
Norgestrel 1,723 0,662
Progesterona 0,934 0,271
9.4 EXATIDAO

Na TAB. 20 s&o apresentados os valores de z Score calculados para os

compostos estudados, valores de z que seguem 0 seguinte critério:

|z] < 2, o resultado esta satisfatorio;
2 < |z| < 3, o resultado é questionavel,

|z| > 3, o resultado € insatisfatério.

TABELA 20 - Resumo dos resultados do teste z Score para 0S cOmpostos

estudados nas matrizes de agua bruta (AB), tratada (AT) e no ensaio sem

matriz
z Score
Composto
AB Sem matriz AT

Cafeina 0,10 0,20 0,10
Androstano 0,02 0,21 1,06
Estrona 0,12 0,12 0,12
Estradiol 0,04 0,81 0,04
Etinilestradiol 0,09 1,60 0,09
Norgestrel 0,11 1,24 0,11

Progesterona 0,18 0,33 0,18




Conforme apresentado no item 7.4, utilizando-se a equagdo 12,
observa-se que todos os valores estdo dentro do limite satisfatério de exatidao

para todos os compostos nas diferentes matrizes.
9.5 PRECISAO

A avaliacdo dos resultados da repetitividade foi feita a partir do calculo
do limite de repetitividade, r, de acordo com a equacdo 14. Na TAB. 21 séo
apresentados os valores de r para as trés concentracdes, baixa, média e alta,
para a metodologia proposta.

TABELA 21 - Resumo dos resultados do teste de repetitividade para os
compostos estudados na matriz de agua tratada

Valores de r
Composto
Baixa Média Alta

Cafeina 0,0103 0,0246 0,0561
Androstano 0,0087 0,0192 0,0108
Estrona 0,1568 0,0964 0,7043
Estradiol 0,1657 0,1963 0,7527
Etinilestradiol 0,0934 0,1649 0,5882
Norgestrel 0,1755 0,2654 0,9253
Progesterona 0,1027 0,0675 0,6336

TABELA 22 - Resumo dos resultados do teste de repetitividade para os

compostos estudados na matriz de agua bruta

Valores der
Composto
Baixa Média Alta

Cafeina 0,0690 0,0573 0,0825
Androstano 0,0118 0,0257 0,0156
Estrona 0,0511 0,1030 0,2554
Estradiol 0,0670 0,3076 0,1487
Etinilestradiol 0,0363 0,2147 0,4865
Norgestrel 0,0465 0,1424 0,5602

Progesterona 0,0495 0,1068 0,3638
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Avaliando os resultados obtidos, de acordo com a TAB. 21 e 22,
nenhum dos compostos teve diferenca entre os valores das replicatas maior do

que o valor de r obtido, portanto considera-se boa a precisdo da metodologia.
9.6 ROBUSTEZ

Como descrito no item 8.4.6, foram realizados 8 experimentos aonde
14 variaveis foram combinadas de forma que o resultado gerado mostra a
influéncia que cada fator tem sobre o método desenvolvido. Os graficos dos
efeitos dessas variagOes estao apresentados na FIG. 28 e 29.

Nos graficos apresentados na FIG. 28, pode-se observar que para 0s
compostos cafeina, androstano, estrona, estradiol e etinilestradiol o fator de maior
influéncia positiva € a voltagem do detector e a temperatura do injetor e o fator de
maior influéncia negativa € o fluxo da coluna. Exceto para oS compostos
progesterona e norgestrel, que apresentaram resultados positivos para todas as
variacbes, como pode ser observado na FIG. 29.
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FIGURA 28 - Gréaficos para Cafeina, Androstano, Estrona, Estradiol e

Etinilestradiol representando o teste de verificacdo de significancia dos efeitos
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FIGURA 29 - Graficos para Norgestrel e Progesterona representando o teste de

verificagéo de significancia dos efeitos

Entretanto uma alteragcdo da metodologia baseada somente nesses 2
compostos nao se faz necesséaria, uma vez que esses dois compostos mostram

boa reprodutibilidade no método proposto.

Pela avaliacdo dos gréficos de rankit confrontadas com os gréaficos de
probabilidade normal (FIG. 30 e 31), observa-se que os efeitos das variagbes
aplicadas nao afetam de forma significativa os resultados, pois os valores obtidos
encontram-se abaixo do limite mais critico ME (Margin of Error). Considera-se que
para resultados até o valor de ME (Margin of Error) ndo ha efeito significativo. Até
o valor de SME (Simultaneous Margin of Error) que é mais abrangente, corre-se 0
risco de ocorrer um falso negativo. Portanto, de acordo com a literatura
(Furusawa, 2007; Zeaiter et al., 2004; Vander Heyden et al., 2001), considera-se o
valor de ME como referéncia. E os valores muito préximos dessa margem de erro
significam os parametros aos quais deve ser dada uma maior atengédo durante o
procedimento. Também pela avaliacdo do grafico de probabilidade normal pode-
se observar que os valores obtidos estdo bem distribuidos entre -2 e +2, 0 que

significa que provavelmente ndo haja outliers.
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FIGURA 30 - Gréficos de probabilidade normal e rankit para todos os compostos

cafeina, androstano, estrona e estradiol

123



Probabilidade Normal - Etinilestradiol

Etinilestradiol

1E+07
SME
6000000 + i A
P 8E+06 A
) [%2])
Q 4000000 L ME
@ L 5E406 | 9
w 'S L
2000000
3E+06
SR 4 Ad *
L
>, 1 1 oE+00 Lo ¢
2000000 . 0 05 1 15 2
Valores Observados Normalizados Rankit
Probabilidade Normal - Norgestrel Norgestrel
SME
3000000 - * 6E+06 | & o
[%2]
2000000 -+ . L 2 L ME
2 1000090 ¢ R -
= S 0w .
i 8 2E+06 - .
2 11000000 § 1 PR 4
yaviviviviviv) 0 0’5 1 1’5 2
Valores Observados Normalizados .
Rankit
Probabilidade Normal - Progesterona Progesterona
3500000 -
SME
6E+06 1 ‘ ‘
2000000 - ”
P g 5E+06 ME
1% 500000 - 'S Q2 [« =]
2 P w Y 3E+06 - .
o -p -1-1000080 { 1
2E+06 A . ®
2500000 - .o
OE+00 +® :
4000000 0 0,5 1 15 2
Valores Observados Normalizados Rankit

FIGURA 31 — Gréficos de probabilidade normal e rankit para todos os compostos

etinilestradiol, norgestrel e progesterona
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9.7 RECUPERACAO

Valores de recuperacdo entre 70 e 120% sdo aceitos para
procedimentos analiticos de validacdo (INMETRO, 2003). Nas TAB. 23 a 25 estao
apresentados o0s resultados para os 7 compostos estudados, onde pode-se
observar que nas diferentes matrizes alguns compostos apresentaram valores de
recuperacdo acima de 100%, o que € considerado normal devido a maior
influéncia da matriz sobre esses compostos. Porém, o composto que sofre maior

influéncia é o androstano.

TABELA 23 - Resultado dos testes de recuperacdo com concentracdo média em

agua tratada

Concentracao Concentracao
- Recuperacéo
Composto adicionada recuperada
1 1 %
ug.L ng.L
Cafeina 1,31 1,41 108
Androstano 1,25 0,52 41
Estrona 11,50 12,30 107
Estradiol 10,00 9,66 97
Etinilestradiol 11,00 11,05 100
Norgestrel 10,00 11,13 111

Progesterona 10,00 10,80 108
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TABELA 24 - Resultado dos testes de recuperacdo com concentracdo média em

agua bruta
Concentragao Concentragao
. Recuperacéao
Composto adicionada recuperada
-1 -1 %
ng.L ng.L
Cafeina 1,31 1,29 98
Androstano 1,25 0,49 39
Estrona 11,50 13,11 114
Estradiol 10,00 11,05 111
Etinilestradiol 11,00 11,35 103
Norgestrel 10,00 11,22 112
Progesterona 10,00 10,42 104

TABELA 25 - Resultado dos testes de recuperagdo com concentracao alta em

agua tratada

Concentragao Concentragao
. Recuperacéao
Composto adicionada recuperada
1 1 %
ug.L ng.L
Cafeina 2,62 2,72 103,65
Androstano 2,50 2,47 99,01
Estrona 23,00 33,00 133,51
Estradiol 20,00 28,43 132,19
Etinilestradiol 22,00 27,75 126,18
Norgestrel 20,00 25,39 107,00

Progesterona 20,00 21,55 107,76
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9.8 CALCULO DE INCERTEZAS

Nas TAB. 26 e 27 sao apresentados os resultados dos calculos de
incerteza expandida para os compostos estudados em matrizes de agua tratada e
bruta, considerando-se um ponto intermediario na curva. Nao foi apresentado o

calculo para androstano, visto que este apresentou baixo valor de recuperacao.

TABELA 26 - Resultados dos calculos de incerteza compostos estudados em
matrizes de &gua tratada, considerando-se intervalos de concentragédo

equivalentes em pontos médios das curvas

AT
Composto concentracao
1 Incerteza expandida %
(ug.L™)
Cafeina 0,1066 + 0,0127 11,88
Estrona 0,8516 + 0,1076 12,63
Estradiol 0,8720 + 0,1772 20,32
Etinilestradiol 0,7392 + 0,1346 18,20
Norgestrel 0,8283 * 0,0440 5,32
Progesterona 0,6735 * 0,0420 6,24

TABELA 27 - Resultados dos calculos de incerteza compostos estudados em
matrizes de &gua bruta, considerando-se intervalos de concentracao

equivalentes em pontos médios das curvas

AB
Composto -
concentragao (ug.L™) Incerteza expandida %

Cafeina 0,1460 + 00,0087 5,98
Estrona 0,8207 + 00,0460 5,61
Estradiol 0,7328 +0,0372 5,08
Etinilestradiol 0,6668 +0,1227 18,40
Norgestrel 0,4405 +0,0191 4,33

Progesterona 0,7470 + 0,0397 5,31




Nas TAB. 28 e 29, sao apresentados os resultados das contribuigcdes
individuais parciais de cada incerteza envolvida nos calculos para cada composto

estudado nas matrizes de agua tratada e bruta, respectivamente.

TABELA 28 - Resultados das contribuicbes de incertezas de cada grandeza de
entrada no calculo do mensurando dos compostos estudados em matriz de
agua tratada, considerando-se intervalos de concentracdo equivalentes em

pontos médios das curvas

Valor real Contribuic¢des individuais de cada incerteza em
Composto calculado em matriz de agua tratada (AT)
mg.L_l Ucurva  U(Vf) U(Rec) UCombinada

Cafeina 0,0001066 0,037 0,006 0,047 0,000006
Estrona 0,0008516 0,046 0,006 0,044 0,000055
Estradiol 0,0008720 0,030 0,006 0,099 0,000090
Etinilestradiol 0,0007392 0,031 0,003 0,087 0,000069
Norgestrel 0,0008283 0,026 0,006 0,007 0,000022
Progesterona 0,0006735 0,031 0,006 0,006 0,000021

TABELA 29 - Resultados das contribuicbes de incertezas de cada grandeza de
entrada no calculo do mensurando dos compostos estudados em matriz de
agua bruta, considerando-se intervalos de concentracdo equivalentes em

pontos médios das curvas

Valor real Contribuicdes individuais de cada incerteza em
Composto calculado em matriz de agua bruta (AB)
mg_L_l Ucurva  U(Vf) U(Rec) UCombinada

Cafeina 0,0001460 0,030 0,006 0,004 0,000004
Estrona 0,0008207 0,028 0,006 0,003 0,000023
Estradiol 0,0007328 0,020 0,006 0,015 0,000019
Etinilestradiol 0,0006668 0,032 0,006 0,088 0,000063
Norgestrel 0,0004405 0,021 0,006 0,004 0,000010
Progesterona 0,0007470 0,020 0,006 0,017 0,000020
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De acordo com os resultados obtidos para os calculos de incertezas
dos compostos estudados, apresentados na TAB. 28 e 29, pode ser observado
que a maior contribuicdo para a incerteza global esta associada a recuperacéao do
analito e a curva analitica. Isso € coerente, visto que ambas estao relacionadas a
concentracdo e a resposta obtida pelo equipamento. Estes resultados podem ser
melhor observados nas representacbes graficas das FIG. 32 e 33, que

apresentam a influéncia das principais incertezas envolvidas na metodologia.

No ANEXO 1, encontram-se os valores de todas as incertezas

envolvidas nos calculos de incertezas para cada um dos compostos estudados.

. Cafeina - AT . Cafeina - AB
u(Rec) u(Rec) D
urel(Vf) :l weivy [ ]
ucurva | ucurva |
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
Estrona - AT Estrona - AB
u(Rec) u(Rec) D
weiv) [ wrel(v) [
ucurva ucurva |
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

FIGURA 32 - Representacdo gréfica das incertezas envolvidas na metodologia

desenvolvida para determinacdo dos compostos cafein e estrona
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) Etiniestradiol - AT Etiniestradiol - AB
u(Rec) | u(Rec)
urel(Vf) D urel(Vf) D
ucurva : ucurva :
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08
Norgestrel - AT ) Norgestrel - AB
u(Rec) :l u(Rec) :l
urel(Vf) | I urel(Vf) I
ucurva | ucurva
0,00 0,01 0,02 0,03 0,00 0,01 0,02 0,03
) Progesterona - AT ) Progesterona - AB
uRe) [ ] u(Rec) |
weiv) [ urel(v) ||
ucurva | ucurva |
0,00 0,01 0,02 0,03 0,00 0,01 0,02 0,03

FIGURA 33 - Representacdo gréfica das incertezas envolvidas na metodologia
desenvolvida para determinacdo dos compostos estradiol, etinilestradiol,

norgestrel e progesterona

9.9 RESULTADOS DA AVALIACAO DAS AMOSTRAS DO RIO PARAIBA DO SuL

Com a metodologia validada, foi possivel quantificar com seguranca as
amostras de agua bruta e agua tratada dos municipios propostos. Durante a
realizacdo deste trabalho, foram amostrados quatro periodos: marco e setembro
de 2009, e fevereiro e junho de 2010 obtendo dessa forma épocas secas e
chuvosas. Os resultados estdo apresentados a seguir nas TAB.30 a 33, onde

alguns dos compostos puderam ser detectados, entretanto permaneceram abaixo
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de seus respectivos limites de quantificacdo (LQ). Para as amostras de agua
tratada os LQ obtidos foram 0,074 pg.L? (cafeina), 0,068 pg.L* (androstano),
0,864 pg.L* (estrona), 0,876 pg.L* (estradiol), 0,865 ug.L? (etiniletradiol), 0,845
pg.Lt (norgestrel) e 0,696 pg.L™* (progesterona) conforme apresentado na TAB.
17 do item 9.3. Para as amostras de agua bruta os LQ obtidos foram 0,258 pg.L™
(cafeina), 0,082 pg.L* (androstano), 0,561 pg.L* (estrona), 0,552 pg.L?
(estradiol), 0,567 pg.L? (etiniletradiol), 0,556 pg.L* (norgestrel) e 0,525 pg.L?

(progesterona) conforme apresentado na TAB. 18 do mesmo item.

TABELA 30 - Resultados da analise da 12 coleta para os 7 compostos nas
amostras (1L) de agua bruta e tratada da regido do rio Paraiba do Sul:

Pindamonhangaba; Taubaté; Sdo José dos Campos e Guararema

12 Coleta - média de 3 resultados - concentracdo em pg.L™?

Agua Tratada
Composto Pindamonhangaba Taubaté 580 José dos Guararema
Campos
Cafeina 0,351 <0,074 <0,074 0,084
Androstano nd nd nd nd
Estrona <0,864 <0,864 <0,864 <0,864
Estradiol <0,876 <0,876 <0,876 <0,876
Etinilestradiol nd nd nd nd
Norgestrel nd nd nd nd
Progesterona nd nd nd nd
Agua Bruta
Composto Pindamonhangaba Taubaté Sao Jose dos Guararema
Campos
Cafeina 0,632 0,425 0,333 nd
Androstano nd nd nd nd
Estrona nd nd nd nd
Estradiol <0,552 <0,552 <0,552 <0,552
Etinilestradiol nd nd nd nd
Norgestrel nd nd nd nd

Progesterona nd nd nd nd
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TABELA 31 - Resultados da analise da 22 coleta para os 7 compostos nas

amostras (1L) de agua bruta e tratada da regido do rio Paraiba do Sul:

Pindamonhangaba; Taubaté; Sdo José dos Campos e Guararema

22 Coleta - média de 3 resultados - concentracdo em pg.L™?

Agua tratada
Composto Pindamonhangaba Taubaté Sa0 Jose dos Guararema
Campos
Cafeina <0,074 <0,074 0,108+0,017 <0,074
Androstano nd nd nd nd
Estrona <0,864 <0,864 <0,864 <0,864
Estradiol 0,892 + 0,201 <0,876 <0,876 <0,876
Etinilestradiol <0,865 <0,865 <0,865 <0,865
Norgestrel nd nd nd nd
Progesterona <0,696 nd nd nd
Agua Bruta
Composto Pindamonhangaba Taubaté Sao Jose dos Guararema
Campos
Cafeina 0,386+0,122 0,227+0,016  0,329+0,074 nd
Androstano nd nd nd nd
Estrona nd nd nd nd
Estradiol <0,552 <0,552 <0,552 <0,552
Etinilestradiol nd nd nd nd
Norgestrel nd nd nd nd
Progesterona nd nd nd nd
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TABELA 32 - Resultados da analise da 32 coleta para os 7 compostos nas
amostras (1L) de agua bruta e tratada da regido do rio Paraiba do Sul:

Pindamonhangaba; Taubaté; Sdo José dos Campos e Guararema

32 Coleta - média de 3 resultados - concentracdo em pg.L?

Agua tratada
Composto Pindamonhangaba Taubaté 580 Jose dos Guararema
Campos
Cafeina nd nd nd nd
Androstano nd nd nd nd
Estrona nd nd nd nd
Estradiol nd nd nd nd
Etinilestradiol nd nd nd nd
Norgestrel nd nd nd nd
Progesterona nd nd nd nd
Agua Bruta
Composto Pindamonhangaba Taubaté Sa0 Jose dos Guararema
Campos
Cafeina <0,258 <0,258 <0,258 nd
Androstano nd nd nd nd
Estrona nd nd nd nd
Estradiol nd nd nd nd
Etinilestradiol nd nd nd nd
Norgestrel nd nd nd nd

Progesterona nd nd nd nd
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TABELA 33 - Resultados da analise da 42 coleta para os 7 compostos nas
amostras (1L) de agua bruta e tratada da regido do rio Paraiba do Sul:

Pindamonhangaba; Taubaté; Sdo José dos Campos e Guararema

42 Coleta - média de 3 resultados - concentracdo em pg.L?

Agua tratada
Composto  Pindamonhangaba Taubaté 580 José dos Guararema
Campos
Cafeina 0,101+0,015 <0,074 <0,074 <0,074
Androstano nd nd nd nd
Estrona nd nd nd nd
Estradiol nd nd nd nd
Etinilestradiol nd nd nd nd
Norgestrel nd nd nd nd
Progesterona nd nd nd nd
Agua Bruta
Composto  Pindamonhangaba Taubaté Sao Jose dos Guararema
Campos
Cafeina <0,074 0,599+0,101 0,319+0,018  0,602+0,135
Androstano nd nd nd nd
Estrona nd nd nd nd
Estradiol nd nd nd nd
Etinilestradiol nd nd nd nd
Norgestrel nd nd nd nd
Progesterona nd nd nd nd

As amostras referentes a 32 e 42 coletas foram obtidas em periodos
chuvosos, e as determinagbes dos compostos sao prejudicadas, pela grande
diluicdo e o carreamento destes pelas aguas. Sempre que houve a possibilidade
da ocorréncia de um valor falso negativo ou falso positivo nhas amostras, foram

realizadas adi¢bes padrao a fim de confirmar os valores.

Com os resultados obtidos, apresentados nas TAB. 30 a 33, para
amostras coletadas na area estudada, pode-se observar que apesar de a agua



distribuida pela Sabesp ser de 6tima qualidade, ja se nota uma pequena
contaminacdo em amostras de agua bruta em determinadas épocas do ano,

principalmente em periodos secos.
9.9.1 Resultados da avaliagédo do Teor de Carbono Orgéanico

Algumas matrizes interferem mais que outras na determinacdo dos
compostos. Os resultados de carbono organico possibilita um maior entendimento
da influéncia de determinadas matrizes. Na TAB. 34, podem ser observados os
valores médios das concentracdes de carbono organico nas amostras de aguas

tratada e bruta.

TABELA 34 - Resultados médios de Carbono Organico Total das analises de

amostras de agua bruta e tratada das cidades estudadas (em mg.L™)

Cidade Amostras de agua tratada Amostras de agua bruta
Guararema 2,2 3,6
Taubaté 2,1 59
Sao José dos Campos 2,1 4,8
Pindamonhangaba 2,4 5,5

Os valores maiores, praticamente o dobro, de carbono organico
contidos nas amostras de agua bruta podem ser uma referéncia do porque essa
matriz interfere de maneira mais sensivel nas determina¢cfes de quase todos os
compostos estudados, exceto para 0 androstano que parece ter comportamento

semelhante para agua bruta e somente no solvente.

Esses valores podem estar associados a presenca de acidos organicos
naturais, como por exemplo, acido falvicos e humicos, os quais podem interagir
de maneira positiva ou negativa na determinacdo dos compostos estudados.
Porém, este € um tema que demanda mais estudo e serd uma proposta de

trabalho futuro.
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10 CoNCLUSAO

1. Conforme objetivo proposto, foi desenvolvida metodologia para
determinacdo dos compostos cafeina, androstano, estrona, estradiol,
etinilestradiol, norgestrel e progesterona em amostras de agua bruta e tratada da
regido da Bacia Hidrografica do Rio Paraiba do Sul. Para avaliacdo da qualidade
dos dados gerados, seguiram-se as diretrizes do documento do INMETRO DOQ-
CGCRE-008 (2003, 2007 e 2010) “Orientacdo sobre Validacdo de Métodos de
Ensaios Quimicos”, que abrange os parametros seletividade, linearidade e faixa
de trabalho, limite de deteccdo e quantificacdo, exatiddo, precisdo, robustez e

recuperacédo. Para a incerteza de medicao utilizou-se o guia Eurachem (2002).

2. O processo de validacdo demonstrou que, para a maioria dos
compostos estudados, a metodologia desenvolvida € seletiva, robusta, exata,
linear e precisa para a andlise proposta, sendo ainda um método simples que
permite a minimiza¢do da contaminacédo e da perda de compostos por excesso de
manipulagdo. A validacdo da metodologia a partir dos parametros estudados
permite que se assegure a qualidade dos resultados obtidos e que o desempenho
tenha sido avaliado conforme indicado em documento de referéncia (INMETRO,
2003; 2007; 2010).

3. A metodologia se mostrou robusta diante de pequenas variacoes
das condicbes inicialmente estabelecidas no método, destacando-se maior
influéncia positiva para a voltagem do detector e influéncia negativa para o fluxo
na coluna. para quase todos os compostos. Exceto para o norgestrel e para a
progesterona, os quais sofrem uma influéncia positiva de todos os parametros.
Porém nao justifica uma alteracdo nos parametros apenas para estes dois
compostos, visto que 0s mesmos apresentam bons resultados de validagdo com

0S parametros originais.

4. O método de deteccédo é sensivel e seletivo, visto que 0s compostos
estudados apresentaram boa separacao entre eles e auséncia de picos coeluidos,

fornecendo seguranca na determinacao destes para a metodologia desenvolvida.

136



5. Durante a validag&o foi possivel observar que a metodologia, além
de possuir seletividade e exatiddo, possui também precisdo, repetibilidade e
reprodutibilidade, apesar da dispersdo dos resultados entre ensaios repetidos, o

gue pode ser atribuido a injecdo manual.

6. A metodologia desenvolvida mostrou ser linear na faixa de trabalho
proposta, fornecendo resultados de é&rea diretamente proporcionais a

concentracdo dos analitos dentro de uma variacao estatisticamente aceitavel.

7.0 processo de validacdo demonstrou que a metodologia
desenvolvida pode ser aplicada a analise proposta nas condi¢cdes dos parametros
avaliados. Aplicando-se a metodologia desenvolvida nas amostras da area
estudada, pode-se perceber uma maior incidéncia de contaminacdo por cafeina
nas duas primeiras coletas podendo ser quantificada em 25% das amostras
analisadas de 4gua tratada, onde a concentracdo maxima foi de 0,351 pg.L™ e em
75% das amostras de agua bruta com concentracdo méxima de 0,632 pg.L™.
Enquanto que na 32 e 42 coleta, a cafeina pode ser quantificada em apenas
12,5% das amostras de agua tratada, com concentracdo maxima de
0,101 pg.L™* e 37,5% das amostras de agua bruta, sendo a concentracdo maxima
de 0,602 pg.L'. Com esses resultados pode-se observar uma pequena

contaminacgdo principalmente em periodos secos e nas amostras de agua bruta.
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11 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho de pesquisa é de suma importancia, pois além de
realizar o diagnostico ambiental da Bacia Hidrogréafica do Rio Paraiba do Sul,
no que se refere a alguns disruptores enddcrinos, auxiliard o plano de gestdo
de recursos hidricos da regidao, contribuindo para o entendimento do nivel de
contaminagcdo dos recursos hidricos estaduais, além de dar subsidios aos

Orgdos governamentais para a reavaliacao da legislacéo vigente.
11.1 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Para trabalhos futuros, sera realizado um monitoramento por mais
guatro anos nessa regido, onde serdo avaliados os compostos presentes em
maior concentracdo e sua relacdo com as doencas mais comuns da regido.
Serd feita uma investigacdo mais aprofundada sobre os interferentes das
matrizes.

Propbe-se ainda, uma verificacdo sobre a viabilidade em realizar

estudos ecotoxicolégicos nas amostras dessa regiao.
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12 ANEXO 1

Resultados das incertezas parciais envolvidas no Célculo de Incertezas

paratodos os compostos estudados.

CALCULO DE INCERTEZAS PARA CAFEINA EM AGUA TRATADA

1 - Incerteza da preparacéo da solucdo padréo
Grandezas de entrada: massa do padrao, pureza do padrdo e volume final da
solucao estoque.

Componentes de incertezas

u(m) = 0,0353701 mg.mL™

u(P) = 0,0011547 mg.mL™*

u (V) = 0,0087335 mg.mL™

Incerteza combinada

uc (Cafeina) = 0,00365 mg.mL™

2 - Incerteza da preparacao da solugéo de trabalho
Grandezas de entrada: Solucdo estoque, volume pipetado da solugéo estoque
individual para preparacdo da solucdo mista de trabalho e volume da solucéo
mista de trabalho.
Componentes de incertezas
U(Cestoque) = 0,003645063 pg.mL™
U(Vi_estoque) = 0,000500918 mg.mL™
calibracdo = 0,000433013
repe = 0,00025
At = 3,03109E-05
U(Vsina) = 0,015323294 pg.mL™
calibracdo = 0,011547005
repe = 0,01

139



140

At = 0,001212436
Incerteza combinada
UC (Csol trabaino) = 0,006608806 pg.mL™

3 - Incerteza da preparacao das solucdes de calibracéo para a curva analitica
Grandezas de entrada: volumes da solucdo de trabalho pipetados e volumes
dos frascos usados para diluicdo das solucdes.

V1 work_sol = 0,000289377
calibracdo = 0,000288675
repe = 0,00002
At = 2,42487E-06
V2_work_sol = 0,000578755
calibracdo = 0,00057735
repe = 0,00004
At = 4,84974E-06
V3_work_sol = 0,000351643
calibracdo = 0,00034641
repe = 0,00006
At =7,27461E-06
V4 _work_sol = 0,000468858
calibracdo = 0,00046188
repe = 0,00008
At = 9,69948E-06
V5_work_sol = 0,000527465
calibracdo = 0,000519615
repe = 0,00009
At =1,09119E-05

V1_1mL = 0,005774776
V2_1mL= 0,005774776
V3_1mL= 0,005774776
V4_1mL= 0,005774776
V5_1mL= 0,005774776
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A incerteza para cada um dos frascos de 1mL foi calculada a partir das
seguintes contribui¢des individuais:
calibracdo = 0,005773503
repe =0
At =0,000121244
Incerteza combinada para cada uma das solugbes da curva
uc (Clsol_curva) = 0,000826879 pg.mL™
uc (C2sol_curva) = 0,001653758 pg.mL™
uc (C3sol curva) = 0,001352705 pg.mL™
uc (C4sol cuva) = 0,001803606 pg.mL™
uc (C5sol_curva) = 0,002029057 pg.mL™

4 — Incerteza da Curva analitica
Grandezas de entrada: Area da amostra, Area do branco, 5 solugdes (C; a Cs),
areas referentes as solucdes da curva (Al a A5).

Incerteza combinada

uc (Ceurva_analiica) = 0,0044 pg.mL™*

5 — Incerteza da recuperacao
Grandezas de entrada: concentracdo da solucdo padrdo e resultados da
concentracéo encontrada.

Incerteza combinada

uc (Rec) = 0,0526 pg.mL™

U(Crea) = 0,00252269 pg.mL™
U(Cencontrada) = 0,047361231 pug.mL™

CALCULO DE INCERTEZAS PARA CAFEINA EM AGUA BRUTA

1 - Incerteza da preparacéo da solucéo padréo
Grandezas de entrada: massa do padrado, pureza do padrdo e volume final da
solugao estoque.

Componentes de incertezas

u(m) = 0,0353701 mg.mL™*



u(P) = 0,0011547 mg.mL™

u (V) = 0,0087335 mg.mL™*
Incerteza combinada

uc (Cafeina) = 0,00365 mg.mL™

2 - Incerteza da preparacao da solugéo de trabalho
Grandezas de entrada: Solucdo estoque, volume pipetado da solucédo estoque
individual para preparacdo da solucédo mista de trabalho e volume da solucéo
mista de trabalho.
Componentes de incertezas
U(Cestoque) = 0,003645063 pg.mL™
U(Vi_estoque) = 0,000500918 mg.mL™
calibracdo = 0,000433013
repe = 0,00025
At = 3,03109E-05
U(Vsina) = 0,015323294 pg.mL™
calibracdo = 0,011547005
repe = 0,01
At =0,001212436

Incerteza combinada
UC (Csol_trabalho) = 0,006608806 pg.mL™

3 - Incerteza da preparacao das solucdes de calibragédo para a curva analitica
Grandezas de entrada: volumes da solucdo de trabalho pipetados e volumes
dos frascos usados para diluicdo das solucdes.
V1 work_sol = 0,000289377

calibracdo = 0,000288675

repe = 0,00002

At = 2,42487E-06
V2_work_sol = 0,000578755

calibracdo = 0,00057735

repe = 0,00004

At = 4,84974E-06
V3_work_sol = 0,000351643
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calibracdo = 0,00034641
repe = 0,00006
At =7,27461E-06
V4 _work_sol = 0,000468858
calibracdo = 0,00046188
repe = 0,00008
At = 9,69948E-06
V5_work_sol = 0,000527465
calibracdo = 0,000519615
repe = 0,00009
At =1,09119E-05

V1_1mL =0,005774776
V2_1mL= 0,005774776
V3_1mL=0,005774776
V4_1mL= 0,005774776
V5_1mL=0,005774776

A incerteza para cada um dos frascos de 1mL foi calculada a partir das

seguintes contribuicdes individuais:
calibracdo = 0,005773503

repe =0

At =0,000121244

Incerteza combinada para cada uma das solugdes da curva
uc (Clsol cuva) = 0,000826879 pg.mL™
uc (C2so curva) = 0,001653758 pg.mL™
uc (C3sol curva) = 0,001352705 pg.mL™
uc (C4sol cuva) = 0,001803606 pg.mL™
uc (C5sol curva) = 0,002029057 pg.mL™

4 — Incerteza da Curva analitica
Grandezas de entrada: Area da amostra, Area do branco, 5 solu¢des (C; a Cs),
areas referentes as solugdes da curva (Al a A5).

Incerteza combinada

143



uc (Ccurva_anaiitica) = 0,0043 I-lg-ml__l

5 — Incerteza da recuperacao

Grandezas de entrada: concentracdo da solucdo padrdo e resultados da

concentracéo encontrada.
Incerteza combinada
uc (Rec) = 0,0037 pg.mL™
U(Crear) = 0,00252269 pg.mL™
U(Cencontrada) = 0,00271219 pg.mL™

CALCULO DE INCERTEZAS PARA ESTRONA EM AGUA TRATADA

1 - Incerteza da preparacgéo da solucéo padréo

Grandezas de entrada: massa do padrédo, pureza do padrdo e volume final da

solucéo estoque.
Componentes de incertezas
u(m) = 0,0353701 mg.mL™*
u(P) = 0,0028868 mg.mL™
u (V) = 0,0087335 mg.mL™
Incerteza combinada
uc (Estrona) = 0,00365 mg.mL™

2 - Incerteza da preparacéo da solucao de trabalho

Grandezas de entrada: Solucdo estoque, volume pipetado da solucédo estoque

individual para preparacdo da solugédo mista de trabalho e volume da solugéo

mista de trabalho.
Componentes de incertezas
U(Cestoque) = 0,003654653 pg.mL™
U(Vi_estoque) = 0,004007343 mg.mL™
calibracdo = 0,003464102
repe = 0,002
At = 0,000242487
U(Viina) = 0,015323294 pg.mL™
calibracdo = 0,011547005
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repe = 0,01
At =0,001212436

Incerteza combinada
uC (Csol trabaino) = 0,057730802 pg.mL™
3 - Incerteza da preparacgdo das solucdes de calibracdo para a curva analitica
Grandezas de entrada: volumes da solucdo de trabalho pipetados e volumes
dos frascos usados para diluicdo das solucdes.
V1 work_sol = 0,000289377
calibracdo = 0,000288675
repe = 0,00002
At = 2,42487E-06
V2_work_sol = 0,000578755
calibracdo = 0,00057735
repe = 0,00004
At = 4,84974E-06
V3_work_sol = 0,000351643
calibracdo = 0,00034641
repe = 0,00006
At = 7,27461E-06
V4 _work_sol = 0,00041025
calibracdo = 0,000404145
repe = 0,00007
At = 8,48705E-06
V5_work_sol = 0,000527465
calibracdo = 0,000519615
repe = 0,00009
At = 1,09119E-05

V1_1mL = 0,005774776
V2_1mL= 0,005774776
V3_1mL=0,005774776
V4_1mL= 0,005774776
V5_1mL= 0,005774776
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A incerteza para cada um dos frascos de 1mL foi calculada a partir das

seguintes contribui¢des individuais:
calibracdo = 0,005773503
repe =0

At =0,000121244

Incerteza combinada para cada uma das solu¢cbes da curva
uc (Clsol_curva) = 0,007223252 pg.mL™
uc (C2sol curva) = 0,014446503 pg.mL™
uc (C3sol curva) = 0,011816626 pg.mL™
uc (C4sol_curva) = 0,013786064 pg.mL™
uC (C5sol_curva) = 0,017724939 pg.mL™

4 — Incerteza da Curva analitica
Grandezas de entrada: Area da amostra, Area do branco, 5 solugdes (C; a Cs),
areas referentes as solucdes da curva (Al a A5).

Incerteza combinada

uc (Ceurva_analiica) = 0,0424 pg.mL™*

5 — Incerteza da recuperacao
Grandezas de entrada: concentracdo da solugdo padrdo e resultados da
concentracéo encontrada.

Incerteza combinada

uc (Rec) = 0,0478 pg.mL™

U(Crea) = 0,00252265 pg.mL™
U(Cencontrada) = 0,04436029 ug.mL™

CALCULO DE INCERTEZAS PARA ESTRONA EM AGUA BRUTA

1 - Incerteza da preparacao da solucéo padréao
Grandezas de entrada: massa do padrao, pureza do padréo e volume final da
solugao estoque.

Componentes de incertezas

u(m) = 0,0353701 mg.mL™*



u(P) = 0,0028868 mg.mL™

u (V) = 0,0087335 mg.mL™*
Incerteza combinada

uc (Estrona) = 0,00365 mg.mL™*

2 - Incerteza da preparacao da solugéo de trabalho
Grandezas de entrada: Solucdo estoque, volume pipetado da solugcédo estoque
individual para preparacdo da solucédo mista de trabalho e volume da solucéo
mista de trabalho.
Componentes de incertezas
U(Cestoque) = 0,003645063 pg.mL™
U(Vi_estoque) = 0,004007343 mg.mL™
calibracdo = 0,003464102
repe = 0,002
At = 0,000242487
u(Vsina) = 0,015323294 pg.mL™
calibracdo = 0,011547005
repe = 0,01
At =0,001212436

Incerteza combinada
UC (Csol_trabalho) = 0,057730802 pg.mL™

3 - Incerteza da preparacao das solucdes de calibracdo para a curva analitica
Grandezas de entrada: volumes da solucdo de trabalho pipetados e volumes
dos frascos usados para diluicdo das solucdes.
V1 work_sol = 0,0002894

calibracdo = 0,000288675

repe = 0,00002

At = 2,42487E-06
V2_work_sol = 0,0005788

calibracdo = 0,00057735

repe = 0,00004

At = 4,84974E-06
V3_work_sol = 0,0003516
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calibracdo = 0,00034641
repe = 0,00006
At =7,27461E-06
V4 _work_sol = 0,0004103
calibracdo = 0,000404145
repe = 0,00007
At = 8,48705E-06
V5_work_sol = 0,0005275
calibracdo = 0,000519615
repe = 0,00009
At =1,09119E-05

V1_1mL =0,005774776
V2_1mL= 0,005774776
V3_1mL= 0,005774776
V4_1mL= 0,005774776
V5_1mL=0,005774776

A incerteza para cada um dos frascos de 1mL foi calculada a partir das

seguintes contribuicdes individuais:
calibracdo = 0,005773503

repe =0
At =0,000121244

Incerteza combinada para cada uma das solugdes da curva
uc (Clsol cuva) = 0,007223252 pg.mL™
uc (C2sol curva) = 0,014446503 pg.mL™
uc (C3sol curva) = 0,011816626 pg.mL™
uc (C4sol curva) = 0,013786064 pg.mL™
uc (C5sol curva) = 0,017724939 pg.mL™

4 — Incerteza da Curva analitica
Grandezas de entrada: Area da amostra, Area do branco, 5 solu¢des (C; a Cs),
areas referentes as solucdes da curva (Al a A5).

Incerteza combinada



uc (Ceurva_analitica) = 0,0262 I-lg-ml__l

5 — Incerteza da recuperacao
Grandezas de entrada: concentracdo da solucdo padrdo e resultados da
concentracéo encontrada.

Incerteza combinada

uc (Rec) = 0,0029 pg.mL™

U(Crea) = 0,00252265 pg.mL™
U(Cencontrada) = 5,31907E-05 pg.mL™*

CALCULO DE INCERTEZAS PARA ESTRADIOL EM AGUA TRATADA

1 - Incerteza da preparacgéo da solucéo padréo
Grandezas de entrada: massa do padrédo, pureza do padrdo e volume final da
solucéo estoque.

Componentes de incertezas

u(m) = 0,0353701 mg.mL™*

u(P) = 0,0173205 mg.mL™

u (V) = 0,0087335 mg.mL™

Incerteza combinada

uc (Estradiol) = 0,00403 mg.mL™*

2 - Incerteza da preparacéo da solucao de trabalho
Grandezas de entrada: Solucdo estoque, volume pipetado da solu¢do estoque
individual para preparacédo da solucéo mista de trabalho e volume da solucéo
mista de trabalho.
Componentes de incertezas
U(Cestoque) = 0,004034 pg.mL™
U(Vi_estoque) = 0,004007343 mg.mL™
calibracdo = 0,003464102
repe = 0,002
At = 0,000242487
U(Viina) = 0,015323294 pg.mL™
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calibracdo = 0,011547005
repe = 0,01
At =0,001212436

Incerteza combinada
UC (Csol trabaino) = 0,048942101 pg.mL™
3 - Incerteza da preparacgdo das solucdes de calibracdo para a curva analitica
Grandezas de entrada: volumes da solucdo de trabalho pipetados e volumes
dos frascos usados para diluicdo das solucdes.
V1 work_sol = 0,000289377
calibracdo = 0,000288675
repe = 0,00002
At = 2,42487E-06
V2_work_sol = 0,000578755
calibracdo = 0,00057735
repe = 0,00004
At = 4,84974E-06
V3 _work_sol = 0,000293036
calibracdo = 0,000288675
repe = 0,00005
At = 6,06218E-06
V4 _work_sol = 0,000351643
calibracdo = 0,00034641
repe = 0,00006
At = 7,27461E-06
V5 _work_sol = 0,000527465

calibracdo = 0,000519615
repe = 0,00009
At =1,09119E-05

V1_1mL= 0,005774776
V2_1mL=0,005774776
V3_1mL=0,005774776
V4_1mL= 0,005774776
V5_1mL= 0,005774776
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A incerteza para cada um dos frascos de 1mL foi calculada a partir das

seguintes contribui¢des individuais:
calibracdo = 0,005773503
repe =0

At =0,000121244

Incerteza combinada para cada uma das solucfes da curva
uc (Clsol_curva) = 0,006123281 pg.mL™
uc (C2so| curva) = 0,012246562 pg.mL™
uc (C3sol curva) = 0,008347667 pg.mL™
uc (Clsol_curva) = 0,010017201 pg.mL™
uc (C5sol_curva) = 0,015025801 pg.mL™

4 — Incerteza da Curva analitica
Grandezas de entrada: Area da amostra, Area do branco, 5 solugdes (C; a Cs),
areas referentes as solucdes da curva (Al a A5).

Incerteza combinada

uc (Ceurva_analiica) = 0,0263 pg.mL™*

5 — Incerteza da recuperacao
Grandezas de entrada: concentracdo da solucdo padrédo e resultados da
concentracéo encontrada.

Incerteza combinada

uc (Rec) = 0,0986 pug.mL™

U(Crea) = 0,002522789 pg.mL™
U(Cencontrada) = 0,098961414pg.mL™

CALCULO DE INCERTEZAS PARA ESTRADIOL EM AGUA BRUTA

1 - Incerteza da preparacéo da solucéo padréo
Grandezas de entrada: massa do padrao, pureza do padréo e volume final da
solugao estoque.

Componentes de incertezas

u(m) = 0,0353701 mg.mL™*



u(P) = 0,0173205 mg.mL™

u (V) = 0,0087335 mg.mL™*
Incerteza combinada

uc (Estradiol) = 0,00403 mg.mL™*

2 - Incerteza da preparagao da solugéo de trabalho
Grandezas de entrada: Solucdo estoque, volume pipetado da solugcédo estoque
individual para preparacdo da solucédo mista de trabalho e volume da solucéo
mista de trabalho.
Componentes de incertezas
U(Cestoque) = 0,004034 pg.mL™
U(Vi_estoque) = 0,004007343 mg.mL™
calibracdo = 0,003464102
repe = 0,002
At = 0,000242487
u(Vsina) = 0,015323294 pg.mL™
calibracdo = 0,011547005
repe = 0,01
At =0,001212436

Incerteza combinada
UC (Csol_trabalho) = 0,048942101 pg.mL™

3 - Incerteza da preparacao das solucdes de calibracdo para a curva analitica
Grandezas de entrada: volumes da solucdo de trabalho pipetados e volumes
dos frascos usados para diluicdo das solucdes.
V1 work_sol = 0,000289377

calibracdo = 0,000288675

repe = 0,00002

At = 2,42487E-06
V2_work_sol = 0,000578755

calibracdo = 0,00057735

repe = 0,00004

At = 4,84974E-06
V3_work_sol = 0,000293036
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calibracdo = 0,000288675
repe = 0,00005

At = 6,06218E-06
V4 _work_sol = 0,000351643
calibracdo = 0,00034641
repe = 0,00006
At =7,27461E-06
V5_work_sol = 0,000527465

calibracdo = 0,000519615
repe = 0,00009
At =1,09119E-05

V1_1mL =0,005774776
V2_1mL= 0,005774776
V3_1mL= 0,005774776
V4_1mL= 0,005774776
V5_1mL= 0,005774776

A incerteza para cada um dos frascos de 1mL foi calculada a partir das

seguintes contribuicdes individuais:
calibracdo = 0,005773503
repe =0

At =0,000121244

Incerteza combinada para cada uma das solugdes da curva

uc (Clsol cuva) = 0,006123281 pg.mL™
uc (C2so curva) = 0,012246562 pg.mL™
uc (C3sol curva) = 0,008347667 pg.mL™
uc (C4sol curva) = 0,010017201 pg.mL™
uc (C5sol curva) = 0,015025801 pg.mL™

4 — Incerteza da Curva analitica

Grandezas de entrada: Area da amostra, Area do branco, 5 solugdes (C; a Cs),

areas referentes as solugdes da curva (Al a A5).

Incerteza combinada
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uc (Ccurva_analitica) = 0,0168 I-lg-ml__l

5 — Incerteza da recuperacao
Grandezas de entrada: concentracdo da solucdo padrdo e resultados da
concentracéo encontrada.
Incerteza combinada
uc (Rec) = 0,0174 pg.mL™*
U(Crear) = 0,00252279 pg.mL™
U(Cencontrada) = 0,015048411 pg.mL™

CALCULO DE INCERTEZAS PARA ETINILESTRADIOL EM AGUA TRATADA

1 - Incerteza da preparacgéo da solucéo padréo
Grandezas de entrada: massa do padrdo, pureza do padrdo e volume final da
solucéo estoque.

Componentes de incertezas

u(m) = 0,0353701 mg.mL™*

u(P) = 0,0034641 mg.mL™*

u (V) = 0,0087335 mg.mL™

Incerteza combinada

uc (Etinilestradiol) = 0,00366 mg.mL™

2 - Incerteza da preparacao da solucéo de trabalho
Grandezas de entrada: Solucdo estoque, volume pipetado da solugéo estoque
individual para preparacédo da solucéo mista de trabalho e volume da solucéo
mista de trabalho.
Componentes de incertezas
U(Cestoque) = 0,003659666 pg.mL™
U(Vi_estoque) = 0,004007343 mg.mL™
calibracdo = 0,003464102
repe = 0,002
At = 0,000242487
U(Viinar) = 0,015323294 pg.mL™
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calibracdo = 0,011547005
repe = 0,01
At =0,001212436

Incerteza combinada
uC (Csol trabaino) = 0,055165703 pg.mL™

3 - Incerteza da preparacao das solucdes de calibracéo para a curva analitica
Grandezas de entrada: volumes da solucdo de trabalho pipetados e volumes
dos frascos usados para diluicdo das solucdes.

V1 work_sol = 0,000289377
calibracdo = 0,000288675
repe = 0,00002
At = 2,42487E-06
V2_work_sol = 0,000578755
calibracdo = 0,00057735
repe = 0,00004
At = 4,84974E-06
V3_work_sol = 0,000293036
calibracdo = 0,000288675
repe = 0,00005
At = 6,06218E-06
V4 _work_sol = 0,00041025
calibracdo = 0,000404145
repe = 0,00007
At = 8,48705E-06
V5 _work_sol = 0,000468858
calibracdo = 0,00046188
repe = 0,00008
At = 9,69948E-06
V1 1mL =0,005774776
V2_1mL=0,005774776
V3_1mL=0,005774776
V4 _1mL= 0,005774776

V5_1mL=0,005774776



A incerteza para cada um dos frascos de 1mL foi calculada a partir das
seguintes contribui¢des individuais:
calibracdo = 0,005773503
repe =0
At =0,000121244

Incerteza combinada para cada uma das solucfes da curva
uc (Clsol_curva) = 0,006902255 pg.mL™
uc (C2sof curva) = 0,013804509 pg.mL™
uc (C3sol curva) = 0,00940959 pg.mL™
uc (Clsol_curva) = 0,013173426 pg.mL™
uc (C5sol_curva) = 0,015055344 pg.mL™
4 — Incerteza da Curva analitica
Grandezas de entrada: Area da amostra, Area do branco, 5 solugdes (C; a Cs),
areas referentes as solucdes da curva (Al a A5).
Incerteza combinada
uc (Ceurva_analiica) = 0,0232 pg.mL™*

5 — Incerteza da recuperacao
Grandezas de entrada: concentracdo da solucdo padrdo e resultados da
concentracéo encontrada.

Incerteza combinada

uc (Rec) = 0,0884 pg.mL™

U(Crea) = 0,00252267 pg.mL™
U(Cencontrada) = 0,087427989 nug.mL™

CALCULO DE INCERTEZAS PARA ETINILESTRADIOL EM AGUA BRUTA

1 - Incerteza da preparacéo da solucéo padréo
Grandezas de entrada: massa do padrédo, pureza do padrdo e volume final da
solugao estoque.

Componentes de incertezas

u(m) = 0,0353701 mg.mL™*

u(P) = 0,0034641 mg.mL™
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u (V) = 0,0087335 mg.mL™*
Incerteza combinada
uc (Etinilestradiol) = 0,00366 mg.mL™

2 - Incerteza da preparacao da solugéo de trabalho
Grandezas de entrada: Solucdo estoque, volume pipetado da solugao estoque
individual para preparacdo da solucédo mista de trabalho e volume da solucéo
mista de trabalho.
Componentes de incertezas
U(Cestoque) = 0,003659666 pg.mL™
U(Vi_estoque) = 0,004007343 mg.mL™
calibracdo = 0,003464102
repe = 0,002
At = 0,000242487
u(Vsina)) = 0,015323294 pg.mL™
calibracdo = 0,011547005
repe = 0,01
At =0,001212436

Incerteza combinada
UC (C30|_traba|ho) = 0,055165703 ugmL-l

3 - Incerteza da preparacgdo das solucdes de calibracdo para a curva analitica
Grandezas de entrada: volumes da solucdo de trabalho pipetados e volumes
dos frascos usados para diluicdo das solucdes.
V1 work_sol = 0,000289377

calibracdo = 0,000288675

repe = 0,00002

At = 2,42487E-06
V2_work_sol = 0,000578755

calibracdo = 0,00057735

repe = 0,00004

At = 4,84974E-06
V3_work_sol = 0,000293036

calibracdo = 0,000288675

157



repe = 0,00005
At = 6,06218E-06
V4 _work_sol = 0,00041025
calibracdo = 0,000404145
repe = 0,00007
At = 8,48705E-06
V5_work_sol = 0,000468858
calibracdo = 0,00046188
repe = 0,00008
At = 9,69948E-06

V1_1mL =0,005774776
V2_1mL= 0,005774776
V3_1mL=0,005774776
V4_1mL= 0,005774776
V5_1mL=0,005774776

A incerteza para cada um dos frascos de 1mL foi calculada a partir das

seguintes contribuicdes individuais:
calibracdo = 0,005773503
repe =0
At =0,000121244

Incerteza combinada para cada uma das solugbes da curva
uc (Clsol cuva) = 0,006902255 pg.mL™

uc (C2sol curva) = 0,013804509 pg.mL™

uc (C3sol_curva) = 0,00940959 pg.mL™

uc (C4sol curva) = 0,013173426 pg.mL™

uc (C5sol curva) = 0,015055344 pg.mL™

4 — Incerteza da Curva analitica
Grandezas de entrada: Area da amostra, Area do branco, 5 solu¢des (C; a Cs),
areas referentes as solugdes da curva (Al a A5).

Incerteza combinada

uc (Ceurva_analiica) = 0,0227 pg.mL™*
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5 — Incerteza da recuperagao
Grandezas de entrada: concentracdo da solucdo padrdo e resultados da
concentragdo encontrada.

Incerteza combinada

uc (Rec) = 0,0934 pg.mL™*

U(Crea) = 0,00252267 pg.mL™
U(Cencontraga) = 0,087993806 ug.mL™

CALCULO DE INCERTEZAS PARA NORGESTREL EM AGUA TRATADA

1 - Incerteza da preparacéo da solucéo padréo
Grandezas de entrada: massa do padrao, pureza do padrdo e volume final da
solucao estoque.

Componentes de incertezas

u(m) = 0,0353701 mg.mL™

u(P) = 0,0057735 mg.mL™

u (V) = 0,0087335 mg.mL™

Incerteza combinada

uc (Norgestrel) = 0,00369 mg.mL™*

2 - Incerteza da preparacao da solugéo de trabalho
Grandezas de entrada: Solucdo estoque, volume pipetado da solucédo estoque
individual para preparacdo da solucdo mista de trabalho e volume da solucéo
mista de trabalho.
Componentes de incertezas
U(Cestoque) = 0,003688697 pg.mL™
U(Vi_estoque) = 0,004007343 mg.mL™
calibracdo = 0,003464102
repe = 0,002
At = 0,000242487
U(Vsina) = 0,015323294 pg.mL™
calibracdo = 0,011547005
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repe = 0,01
At =0,001212436

Incerteza combinada
UC (Csol trabaino) = 0,049949877 pg.mL™

3 - Incerteza da preparacao das solucdes de calibracéo para a curva analitica
Grandezas de entrada: volumes da solucdo de trabalho pipetados e volumes
dos frascos usados para diluicdo das solucdes.
V1 work_sol = 0,000289377

calibracdo = 0,000288675
repe = 0,00002
At = 2,42487E-06

V2_work_sol = 0,000578755

calibracdo = 0,00057735
repe = 0,00004
At = 4,84974E-06

V3_work_sol = 0,000293036

calibracdo = 0,000288675
repe = 0,00005
At = 6,06218E-06

V4 _work_sol = 0,000351643

calibracdo = 0,00034641
repe = 0,00006

At =7,27461E-06
V5_work_sol = 0,000468858

calibracdo = 0,00046188
repe = 0,00008

At = 9,69948E-06

V1_1mL = 0,005774776
V2_1mL= 0,005774776
V3_1mL= 0,005774776
V4_1mL= 0,005774776
V5_1mL= 0,005774776
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A incerteza para cada um dos frascos de 1mL foi calculada a partir das

seguintes contribuicdes individuais:
calibracdo = 0,005773503
repe =0
At =0,000121244

Incerteza combinada para cada uma das solucdes da curva
uc (Clsol curva) = 0,00624953 pg.mL™

uc (C2so| curva) = 0,01249906 pg.mL™

uc (C3sol_curva) = 0,008519765 pg.mL™

uc (Clsol_curva) = 0,010223718 pg.mL™

uc (C5sol_curva) = 0,013631624 pg.mL™

4 — Incerteza da Curva analitica
Grandezas de entrada: Area da amostra, Area do branco, 5 solucdes (C; a Cs),
areas referentes as solugdes da curva (Al a A5).

Incerteza combinada

uc (Ceurva_analitica) = 0,0238 pg.mL™

5 — Incerteza da recuperacgao
Grandezas de entrada: concentracdo da solucdo padrédo e resultados da
concentragdo encontrada.
Incerteza combinada
uc (Rec) = 0,0078 ug.mL™
U(Crear) = 0,00252272 pg.mL™
U(Cencontrada) = 0,006501636 pug.mL™

CALCULO DE INCERTEZAS PARA NORGESTREL EM AGUA BRUTA

1 - Incerteza da preparagéo da solugéo padréo
Grandezas de entrada: massa do padrao, pureza do padrao e volume final da

solucéo estoque.



Componentes de incertezas

u(m) = 0,0353701 mg.mL™*

u(P) = 0,0057735 mg.mL™

u (V) = 0,0087335 mg.mL™*
Incerteza combinada

uc (Norgestrel) = 0,00369 mg.mL™

2 - Incerteza da preparacao da solucéo de trabalho
Grandezas de entrada: Solucdo estoque, volume pipetado da solugéo estoque
individual para preparacdo da solugdo mista de trabalho e volume da solucéo

mista de trabalho.

Componentes de incertezas
U(Cestoque) = 0,003688697 pg.mL™
U(Vi_estoque) = 0,004007343 mg.mL™
calibracdo = 0,003464102
repe = 0,002
At = 0,000242487
U(Viinar) = 0,015323294 pg.mL™
calibracdo = 0,011547005
repe = 0,01
At =0,001212436

Incerteza combinada
UC (Cso|_traba|ho) = 0,049949877 ugmL-l

3 - Incerteza da preparacgdo das solucdes de calibracdo para a curva analitica
Grandezas de entrada: volumes da solucdo de trabalho pipetados e volumes
dos frascos usados para diluicao das solugdes.
V1 work_sol = 0,000289377

calibracdo = 0,000288675
repe = 0,00002
At = 2,42487E-06

V2_work_sol = 0,000578755

calibracdo = 0,00057735
repe = 0,00004
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At = 4,84974E-06
V3_work_sol = 0,000293036
calibracdo = 0,000288675
repe = 0,00005
At = 6,06218E-06
V4 _work_sol = 0,000351643
calibracdo = 0,00034641
repe = 0,00006
At =7,27461E-06
V5_work_sol = 0,000468858
calibracdo = 0,00046188
repe = 0,00008
At = 9,69948E-06

V1_1mL = 0,005774776
V2_1mL= 0,005774776
V3_1mL= 0,005774776
V4_1mL= 0,005774776
V5_1mL= 0,005774776

A incerteza para cada um dos frascos de 1mL foi calculada a partir das

seguintes contribui¢cdes individuais:
calibracdo = 0,005773503
repe =0
At =0,000121244

Incerteza combinada para cada uma das solugdes da curva
uc (Clsol curva) = 0,00624953 pg.mL™

uc (C2so curva) = 0,01249906 pg.mL™

uc (C3sol curva) = 0,008519765 pg.mL™

uc (C4sol curva) = 0,010223718 pg.mL™

uc (C5sol curva) = 0,013631624 pg.mL™

4 — Incerteza da Curva analitica



Grandezas de entrada: Area da amostra, Area do branco, 5 solugdes (C; a Cs),
areas referentes as solucdes da curva (Al a A5).

Incerteza combinada

uc (Ceurva_analitica) = 0,0104 pg.mL™*

5 — Incerteza da recuperagao
Grandezas de entrada: concentracdo da solucdo padrdo e resultados da
concentragdo encontrada.

Incerteza combinada

uc (Rec) = 0,0049 ug.mL™

U(Crea) = 0,002522721 pg.mL™*
U(Cencontrada) = 0,003554227 ug.mL™

CALCULO DE INCERTEZAS PARA PROGESTERONA EM AGUA TRATADA

1 - Incerteza da preparacéo da solucéo padréo
Grandezas de entrada: massa do padrao, pureza do padrdo e volume final da
solucao estoque.

Componentes de incertezas

u(m) = 0,0353701 mg.mL™

u(P) = 0,0023094 mg.mL™*

u (V) = 0,0087335 mg.mL™

Incerteza combinada

uc (Progesterona) = 0,00365 mg.mL™

2 - Incerteza da preparacéo da solucao de trabalho
Grandezas de entrada: Solucdo estoque, volume pipetado da solugéo estoque
individual para preparacdo da solucdo mista de trabalho e volume da solucao
mista de trabalho.

Componentes de incertezas

U(Cestoque) = 0,003650546 pg.mL™

U(Vi_estoque) = 0,00250459 mg.mL™*

calibracdo = 0,002165064
repe = 0,00125
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At =0,000151554
U(Viinar) = 0,015323294 pg.mL™

calibracdo = 0,011547005

repe = 0,01

At =0,001212436

Incerteza combinada
UC (Csol trabaino) = 0,050249194 pg.mL™

3 - Incerteza da preparacao das solucdes de calibracéo para a curva analitica
Grandezas de entrada: volumes da solucdo de trabalho pipetados e volumes
dos frascos usados para diluicdo das solucdes.

V1 work_sol = 0,000289377
calibracdo = 0,000288675
repe = 0,00002
At = 2,42487E-06
V2_work_sol = 0,000578755
calibracdo = 0,00057735
repe = 0,00004
At = 4,84974E-06
V3_work_sol = 0,000293036
calibracdo = 0,000288675
repe = 0,00005
At = 6,06218E-06
V4 _work_sol = 0,000351643
calibracdo = 0,00034641
repe = 0,00006
At =7,27461E-06
V5_work_sol = 0,000468858
calibracdo = 0,00046188
repe = 0,00008
At = 9,69948E-06

V1 _1mL = 0,005774776
V2_1mL= 0,005774776
V3_1mL= 0,005774776
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V4 1mL= 0,005774776
V5 1mL=0,005774776
A incerteza para cada um dos frascos de 1mL foi calculada a partir das

seguintes contribuicdes individuais:
calibracdo = 0,005773503
repe =0
At =0,000121244

Incerteza combinada para cada uma das solugbes da curva
uc (Clsol cuva) = 0,006287395 pg.mL™

uc (C2sol_curva) = 0,01257479 pg.mL™

uc (C3sol_curva) = 0,00857135 pg.mL™

uc (Clsol_curva) = 0,01028562 pg.mL™

uc (C5sol curva) = 0,013714159 pg.mL™

4 — Incerteza da Curva analitica
Grandezas de entrada: Area da amostra, Area do branco, 5 solugdes (C; a Cs),
areas referentes as solugdes da curva (Al a A5).

Incerteza combinada

uc (Ceurva_analiica) = 0,0225 pg.mL™*

5 — Incerteza da recuperacgao
Grandezas de entrada: concentracdo da solucdo padrdo e resultados da
concentragdo encontrada.

Incerteza combinada

uc (Rec) = 0,0065 pug.mL™

U(Crea) = 0,00252255 pg.mL™
U(Cencontrada) = 0,005429057 ug.mL™

CALCULO DE INCERTEZAS PARA PROGESTERONA EM AGUA BRUTA

1 - Incerteza da preparacgao da solucéo padréo



Grandezas de entrada: massa do padrado, pureza do padrdo e volume final da
solugao estoque.

Componentes de incertezas

u(m) = 0,0353701 mg.mL™*

u(P) = 0,0023094 mg.mL™

u (V) = 0,0087335 mg.mL™*

Incerteza combinada

uc (Progesterona) = 0,00365 mg.mL™

2 - Incerteza da preparacao da solugéo de trabalho
Grandezas de entrada: Solucdo estoque, volume pipetado da solucédo estoque
individual para preparacdo da solucdo mista de trabalho e volume da solucéo
mista de trabalho.
Componentes de incertezas
U(Cestoque) = 0,003650546 pg.mL™
U(Vi_estoque) = 0,00250459 mg.mL™*
calibracdo = 0,002165064
repe = 0,00125
At = 0,000151554
u(Vsina)) = 0,015323294 pg.mL™
calibracdo = 0,011547005
repe = 0,01
At =0,001212436

Incerteza combinada
UC (Csol_trabalho) = 0,050249194 pg.mL™

3 - Incerteza da preparacgdo das solucdes de calibracdo para a curva analitica
Grandezas de entrada: volumes da solucdo de trabalho pipetados e volumes
dos frascos usados para diluicdo das solucdes.

V1 _work_sol = 0,000289377

calibracdo = 0,000288675
repe = 0,00002
At = 2,42487E-06
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V2_work_sol = 0,000578755

calibracdo = 0,00057735

repe = 0,00004

At = 4,84974E-06
V3_work_sol = 0,000293036

calibracdo = 0,000288675

repe = 0,00005

At = 6,06218E-06
V4_work_sol = 0,000351643

calibracdo = 0,00034641

repe = 0,00006

At =7,27461E-06
V5_work_sol = 0,000468858

calibracdo = 0,00046188

repe = 0,00008

At = 9,69948E-06

V1_1mL =0,005774776
V2_1mL= 0,005774776
V3_1mL= 0,005774776
V4_1mL= 0,005774776
V5_1mL= 0,005774776

A incerteza para cada um dos frascos de 1mL foi calculada a partir das

seguintes contribui¢cdes individuais:
calibracdo = 0,005773503
repe =0
At =0,000121244

Incerteza combinada para cada uma das solugbes da curva
uc (Clsol curva) = 0,006287395 pg.mL™

uc (C2sol_curva) = 0,01257479 pg.mL™

uc (C3sol_curva) = 0,00857135 pg.mL™

uc (C4sol curva) = 0,01028562 pg.mL™

uc (C5sol curva) = 0,013714159 pg.mL™
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4 — Incerteza da Curva analitica
Grandezas de entrada: Area da amostra, Area do branco, 5 solugdes (C; a Cs),
areas referentes as solucdes da curva (Al a A5).

Incerteza combinada

uc (Ceurva,_analitica) = 0,0158 pg.mL™

5 — Incerteza da recuperacao
Grandezas de entrada: concentracdo da solucdo padrédo e resultados da
concentragcéo encontrada.

Incerteza combinada

uc (Rec) = 0,0179 pg.mL™

U(Crea) = 0,00252255 pg.mL™
U(Cencontrada) = 0,016891347 pug.mL™
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